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RESUMEN
La a-sarcína es la más conocida de la familia de las ribotoxinas
fúngicas, proteínas citotóxicas secretadas por hongos filamentosos, que
presentan una exquisita especificidad de sustrato por un solo enlace del
ribosoma. a la vez que la capacidad intrínseca de atravesar membranas
celulares. Son proteínas que sc habrían especializado por evolución a partir de
un gen de la familia de las ribonucleasas microbianas extracelulares, menos
específicas y no citotóxicas, como la ribonucleasa FI. Se ha estudiado la
presencia de ribotoxinas en varios hongos dcl género Aspergillus y otros
relacionados, concluyéndose que la ribotoxinas están más extendidas entre los
hongos filamentosos de lo que se creía hasta ahora. ‘También se ha estudiado
la relación filogenética entre ellas. Asimismo, se ha encontrado un posible
intermedio evolutivo en la hirsutelinaA, al comparar suestructura primaria. Se
han estudiado los mecanismos de producción y secreción de toxinas en
Aspergillus. tanto en el propiohongo, A. giganteus, como en lalevadura PieLila
pÚS/Otis, tomando como modelos la a-sarcina y otra proteína citotóxica, la
llamada proteína antifúngica (AFP), que se ha caracterizado en detalle. Sc han
dilucidado los pasos que se dan en cl procesamiento proteolitico de los
precursores, estudiando más en detalle la eficiencia de la secuencia señal y la
especificidad del corte por la proproteina convertasa homóloga a la kexina
(Kex2p). Se ha estudiado el mecanismo catalítico de la a-sarcina,
estableciéndose que es una ribonucleasa cielante ácida, y los papeles que
e creen los residuos catalíticos en la transfosforilación: la His 137 es cl ácido
general, y el Glu 96 la base general. Asimismo, se han conseguido sistemas de
producción recombinante, en E.seheríc/’zia cali y en P. paslori.s. tanto para la
a-sarcina como para la ribonucleasa 132. Esta última es la ribonucleasa no
citotóxica más parecida a las ribotoxinas y servirá de punto de partida para
establecer el papel dc las zonas añadidas a las ribotoxinas durante la evolución,
que le conferirían las actividades especiales que tienen.
Introducción 1
INTRODUCCIÓN
Las ribonucleasas microbianas extracelulares
hay un grupo de ribonucleasas extracelulares, producidas por
microbios, que han sido estudiadas ampliamente y que forman una familia dc
proteínas homólogas (Hill et al., 1983; tabla T004). La ribonucleasa Tí es la
mejor caracterizada de entre todas ellas, ya que se ha estudiado en profundidad
desde hace bastantes años, con distintos enfoques. La produce el hongo
Aspergillus oryzae. y es una proteína ácida, pequeña (104 aminoácidos;
Takahashi, 1985) y con dos puentes disulfuro. Su estructura se conoce en
detalle gracias a estudios de difracción de rayos X, y consiste en una pequeña
horquilla 9 en el extremo amino, una lámina 9 antipaparalela, en la cual está
situado el centro activo, y una hélice u enfrentada a la cara contraria de la
lámina (véase la figura 3 más adelante; revisado en Steyaert, 1997; Hahn y
Heinemann, 1994; Irie, 1997). Tiene una alta especificidad para romper RiNA
de cadena simple tras residuos de guanina y su mecanismo de acción,
ampliamente estudiado, consiste en dos etapas: una transfosforilación que
produce un 2:3-ciclofosfato, y su hidrólisis para dejar el fosfato unido por 3’
al residuo de guanosina (véase la figura 4 más adelante). Estas reacciones se
dan mediante la utilización de residuos susceptibles de ionizacióncomo ácidos
y bases generales. Concretamente. se han identificado estos residuos, que son
lEs 40, Glu 58 e His 92, aunque «ayudados» por otros elementos de la
estructura (revisado en Steyaert, 1997; Hahn y Heinemann, 1994; Irie, 1997).
liste mecanismo catalítico, denominado de «ribonucleasas ciclantes», es el
mismo que utilizan las otras ribonucleasas microbianas extracelulares, así
como otra gran familia de ribonucleasas de mamíferos, representadas por la
RNasa A. También se ha estudiado en detalle su plegamiento y estabilidad,
obteniéndose conclusiones generales sobre el plegamiento de proteínas
globulares (Pace. 1990; Pace et al., 1991; HahnyHeinemann, 1994).
Se puede hablar, por tanto, de la gran familia de las RNasas de tipo TI,
dentro de la cual existen, a su vez, distintas subfamilias. El primer tipo es
producido por organismos procariotas, de los géneros Bacillus y Sireptomyces.
La proteína más característica de este grupo es la barnasa (Hartley, 1997), o
ribonucleasa Ba, producidapor la cepa Hde Bacillus amyloliquefacíens. Se han
deectado otras ribonucleasas muy parecidas (con menos de tres sustituciones)
en otras cepas dc Bac/flux, así como otra proteína, llamada binasa. de B.
intermedius, con la que mantienen un 8500 de identidad de secuencia, y que
tiene a su vez homólogos muy similares en otras cepas. En Strepiomyces hay
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Tabla 1: RNasas microbianas extracelulares de la superfamilia de la TI cuya secuencia se
conocc (la referencia es de las bases de datos Swissfrot, EMBE o PIR). con algunas de sus
características. No se incluye a las ribotoxinas. «rs0 aa»: loncitud de a secucucia en
aminoácidos.
RNasa Organismo Referencia Espeel- n” puentes
secuencia ficidud ita disulfuro
(u> acceso)
Bacillus
Binasa
(Si)
Bp
Bco
Barnasa
(Ra)
Bci
Bac idus intc’ríned¡us
Bocil/us puíní~h.ís
Baciíirís cóa,gulons
OíiivIoque/ocleus
B¿u:~ iI/vs clic tilaus
Streptonxice Los
Sa Su-epronivces aureojacien.s
5 a3 Sircptornyccs Ofleco ¡ocíeus
CCM3 239
Sa2 Strep¿omyces atuvO/oc ien.s
St Streplooíyccs cíy(híueus
al seo mi e dos
Pcu¡c¡ll¡urn chrysor~eíiuru
¡‘cii icihivín
lea tnpoctííní
Aspcrg¡llus 5(litOi
Áspeí;qi/lus clavoívs
.Ispergillu.s pu1idus
¡ s~¡7&r~i//us O/Vs¿/e
ti, 1? ~)Ol1.l¿70550
usa’í orn rnouil¡/krrnc
liii ,li li/ii? l6l/CKi/iui?7
Tiistíi Iíi»í ¡UII2YI/ILííIi
Ti ¡e ¡¡oc/ej mo ¡bocianun¡
bassdiómteetos
LisIilogt> sphocrogeua
/>ktíli~O1 tls OS tre¿.lÍus
¿si Ñuci) srhaem eeuu
P00649
P48068
1>37203
1>00648
PS 5078
POS 798
PS 0289
Q53752
POQGSO
1>09647
[‘07446
POO6SS
1’ 0 0 6 5 2
226367
1>0065]
PO 9646
Pl 0~8?
1<6411
Y 164 II
P2 68 75
PO 7736
AAB32829. 1
1>00654
O 113 0
(3 109 0
(3 109 0
(3 123 o
(3 110 0
(3 96
(3 98
O 96
(5 lO
(.3 102 2
(3 102 2
o tos
(3 04 2
(3 104 9
0 104 7
1 04 2
6 ¡06 2
(ji lOS 2
(ji lOS 2
Ci 106 2
O lOS 2
(ji 101 3
O..á 114 3
otro grupo de ribonucleasas extraceluLares. similares entre si, y que presentan
un 200250o de identidad con la barnasa. pero que ti antienen el mismo motivo
de plegamiento y actividad. Sc conocen cuatro secuencias de este género,
denominadas ribonucleasas Sa (Shlyapnikov et al.. 1986), 5a2 y 5a3
(1-lomerova et al.. 1992), producidas por distintas cepas deS. aiireqjuc¿cns. y
la St, producida por una cepa deS. ervíhreus (Nakamura et al., 1982). Estas
ribonucleasas de Slreptornvce.s tienen entre ellas identidades de secuencia entre
el 49 y cl 69%. y son más parecidas a la familia de la TI que a la de la barnasa.
llongos
Pehí
Pbl
Ma
C2
Api
TI
Nl
FI
El 1
E 12
Hongos
[JI
l’o 1
¿2
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por lo que se las podría considerar un puente entre los grupos eucariota y
procariota.
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bamasa
Sa —7
St -4
Bel, binasa
Bp, Bco
96— Sa2,Sa3
___________a,
TI -2—6-10
Fi —6—24 82—102—
Ms, C2 Api
Pchl, Pbi, Nl
Fil, F12, Thl
§1—87—103—
U2 1—9
Pol ~ 48- —3284-99—
a-Sarcifla———-
6 ¡6—132—148— iibotoxiflfl
Figura U Comparación de las RNasas microbianas extracelulares de la superfamilía de
la TI. A: Alineamiento de las secuencias primarias de las RNasas más representativas. Las
referencias están en la tabla 1. Los niveles de sombra indican la identidad de residuos entre al
menos 4, 8, o todas las secuencias. E: Topología de puentes disulfuro. indicando el número
de residuo de las cisteinas implicadas en cada una de las proteínas enumeradas a la izquierda;
a la derecha se indican las RNasas que comparten el mismo patrón de puentes disulfuro.
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Figura 1 (cont.): C: Arbo ¡ fi locenático dc las RNasas microb anas, indicando las distancias
entre ellas.
El segundo gran tipo de ribonucleasas micrub¡atias extracelulares es el
de las producidas por mierooreanísmos cucariotas. Los organismos productores
cíue se conocen son todos hongos filamentosos. pertenecientes a distintas clases
y géneros. Entre ellos, hay algún basidiomiceto, como islilago sphaerogenu,
que produce las RNasas U y U2. y- Pleuronis osírealus, que produce la Pol,
siendo los cje-más ascomicetos (tabla 1). Una primera clasificación estructural
divide a las proteínas de esta subfarnilia en cinco vrupos. según la ejisposicion
de los puentes disulfuro presentes (ficura 1: Irle. 1997). La dísposicion mas
frecuente es la de la ribonueleasa ‘1 1, que tiene dos puentes disulfuro. entre los
residuos 2 y 10 y entre el 6 y el 103. Este último puente está conservado en
todas las demás ribonucícasas de cucariotas. Otro grupo incluye las RNasas FI
y lid, que tienen el segundo puente entre los residuos 24 y 84 (según la
numeración de la 1’] Y El tercer grupo es el de la RNasa EJE cuyo segundo
puente está entre los residuos 51 y 87. La RNasa U2 formaría otro grupo, pues
tiene tres puentes disulfuro. dos de ellos homólogos a los de la Ul - Por últitno,
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otro grupo es el de la RNasa Pol, que tiene tres puentes, uno homólogo a uno
de la TI, otro a uno de la U2, y otro distinto (figura 1).
No se ha publicado que ninguna de estas ribonucleasas tenga carácter
tóxico. Sin embargo, existe otro grupo más de ribonucleasas extracelulares de
hongos. con acción citotóxica, englobado bajo el nombre de ribotoxinas. Dado
que son el objeto principal de los experimentos descritos en esta Memoria, se
habla de ellas en un apartado posterior. Antes, es necesario introducir más en
detalle otra de las ribonucleasas estudiadas en el trabajo aquí presentado.
La ribonucleasa U2
En 1968. Arima et al. aislaron cuatro ribonucleasas del medio
extracelular de un hongo parásito de plantas, del género de los hongos del
tizón, Usiiago sphaerogena (Arima ct al., 1968 a y b), a las que llamaron U 1,
122, 123 y 124. La RNasa U í es específica para guaninas y neutra, muy similar
a la TI de A. oryzae, y se corresponde con la RNasa extracelular que habían
aislado Glitz y Dekker (1 964a y b). Las RNasas U2 y U3 son ácidas y rompen
enlaces fosfodiéster tras adeninas y guaninas. Posteriormente, se ha visto que
la U3 es la misma enzima que la U2. La RNasa U4, de la cual Blank y Dekker
aislaron simultáneamente varias isoformas (BlauL ‘i Dekkcr, 1 972a), es una
exonucleasa que no presenta especificidad según la base (Arima et al.. 1 968fr
Blank y Dekker, 1972b). De forma independiente, Rushizky et al. (1970)
aislaron. de una cepa distinta del mismo hongo, una ribonucleasa extracelular
cuyas características coincidían con las de la RNasa U2 aislada por Arima et
al., por lo que los autores concluyeron que podía tratarse de la misma proteína.
Después de su descubrimiento, estaenzima se estudió exhaustivamente.
tanto en sus aspectos fisicoquímicos como, sobre todo, enzimáticos,
especialmente por su utilidad para secuenciar RNA, en la que se aprovechaba
su especificidad por purinas (revisado por Uchida y Egami, 1971; Egami eral.,
1980), así como por su utilidad para sintetizar oligonucleotidos (Koike et al.,
1971). Sin embargo, en la última década sólo sc ha publicado la resolución por
cristalografía dc la estructura tridimensional de una isoforma covalentemente
modificada (Noguchi et al., 1995), en la que el aspártico 45 se transforma en
un soaspartato, y, de forma preliminar, la estructura de cristales de complejos
cíe [a proteína con análogos de sustrato (Noda et al., 1997).
LaRNasaU2 (PC 3.1.27.4) está formada por 114 aminoácidos que le
confieren una masa molecular de 12400 (Sato y EJehida, 1975a: Kanaya y
Lichida, 1986 y 1995), y posee tres puentes disulfuro (Sato y Uchida. 1975c).
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Se ha estudiado en detalle su actividad enzimática que es, como en el resto de
RNasas microbianas extracelulares, la ruptura de enlaces fosfodiéster internos
dcl RNA en las dos etapas ya descritas (figura 4). Sin embargo, esta proleína
presenta dos particularidades. Una es su intervalo funcional de pH. entre 3,5 y
5,5 (Arima ci al., 1 968b). La otra es la especificidad que presenta por la base
cuyo fosfato 3’ es hidrolizado: acepta no sólo guanina. sin.o también adenina en
esta posición. incluso prefiriendo esta última (Uchida et al., 1970). Como
ocurre con casi todas las demás RNasas. también son sustratos de la proteína
los dinueleosidos monofosfato y nucleotidos cíclicos en 2’:3’ (Rushizky et al..
1970: Ucl3ida ct al.. 1970), lo que ha permitido un estudio detallado de sus
características enzimáticas frente a este tipo de susiratoa permitiendo entre
otras cosas la aslunacicin de los pK.0 de los residuos cíne actuarían como ácido
y base generales (Yasuda e lnoue 1 98’).
Gracias al desarrollo de una metodologia para purificación mediante
cromatografia de afinidad, se observó la presencia de dos isoformas en las
preparaciones de la proteína aislada de su fuente natural (Uchida y Shibata,
1981). La primera dc ellas, llamada Li2~A. es mayoritaria y es el producto
natural de la traducción del gen. por lo que se considera simplemente la RNasa
122. l,a segunda. U2-B, es un componente minoritario, que presenta la misma
especificidad de base y la misma afinidad por ApA que la 122-A, pero tiene un
75% dc la actividad específica de la otra isoforma (Uchida y Shibata, i 981).
lista isofbrma presenta un isoaspartato en la posición 32, donde la asparagmna
natural sc ha desamidaclo y ha sustituido el enlace peptídico normal dcl
carboxilo u por otro en el que participa el carboxilo [3formado (figura 2),
reacción que según los autores se produce por incubación en un medio alcalino
(Katmya y Uchida. 1986). aunque también se ha descrito la formación de este
tipo de enlaces a píí próximos a 4.0 (Oli~ai y l3orchardt, 1993). 1-lay que
destacar, sin embargo, que el espectro de dicroísmo circular en el 1.7V lejano
sufre una variación muy acusada ( Uchida y Sl3ibata. 198]), que revela un
cambio importante en laconformación, que podría ser más importante a lahora
de explicar la menor actividad específica observada.
Aunque se obtuvieron cristales de tipo 1 de la RNasa 122 hace veinte
años, y se describió su caracterización preliminar en la primera reunión
internacional sobre ribonucleasas (Matsuzaki ci al.. 1989). no se resolvió en
detalle tina estructura cristalina de la proteína hasta la publicacion en 1995
(Noguchi et al.) de la estructura dc un cristal de tipo II. en el que se forma un
enlace isoaspartato entre los residuos Asp 44 y Ci] u 45. Esta región parece estar
implicada en el reconocimiento de la base específica. y el mencionado enlace
isoaspartato es distinto del que se fomn en la RNasa LJ~-B y no participa una
Gb, corno suele pasar en este tipo de modificación postraduccional. Así, a la
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succinimida
14
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— NH-C-C--NH-C—C — —NH--C-C-0
14” 14’
o o
-Asp-Gty-
isoaspartato
-~Asp-GIy-
isoforma descrita en este cristal se le denominó U2-C y los propios autores
Figura 2: Formación de enlaces isoaspartato a travésde un intermedio succininimida (tomado
de Wuld, ¡ 985). También se puede formar la succinimida a partir de un residuo de asparrato.
En el caso de la RNasa ¿2, bay dos secuencias Asx-Oly que podrían sufrir esta reaccion.
sugieren que esta isomerización se hubieraproducido cuando las moléculas se
agregaran al cristal, durante el ¡argo tiempo (cerca de un año a pH 4,5) en que
se estuvo formando, dado que no se detectó esta isoforma en la solución madre,
y quizá debido a cíue la estructura de Asp 45 normal no pueda ser empaquetada
en la celda del cristal de tipo II (Noguchi eta!.. 1995). En la estructura del
cristal también se explica que, de los dos pares Asn-Gly presentes en la
molécula (residuos 32-33 y 68-69), sólo se forme un enlace isoaspartato (el que
genera la isotbrma 122-B) en el primero, puesto que se encuentra precediendo
un bucle flexible, entre Asp 34 y Asp 37. Esole permite girar sus angulos de
torsión y situarse en una posición en que se puede dar la reacción entre el Cy
de la asparagina y el N de la glicocola. La formación de este enlace puede
imponer algún cambio en la conformación o la dinámica de la 1-lis 41 cercana.
lo que explicaría que se redujera la actividad en [a forma U2-B aunque la
constante de disociación del ApA parece ser la misma (Uchida y Sliibata,
1981). Sin embargo, en el caso del par 68-69, su rotación se encuentra limitada
por la conformación del enlace Gly 68-Pro 70 (Noguchi et al., 1995), y no es
posible la reacción de ciclación.
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En cuanto a la estructura general de la proteína, se encontró que se 
adapta al motivo general de toda la familia de RNasas microbianas 
extracelulares (figura 3), con una lámina p antiparalela en posición central, en 
cuya parte cóncava se sitúan los residuos catalíticos, y con una hélice c1 en la 
otra cara. así como una horquilla p en el extremo amino. 
Restrictocina 
Figura 3: Comparación estructural de las ribotoxinas a-sarcina y restrictocina con las 
RNasas TI Y U2. A: Detalle de las estructuras tridimensionales mostrando los residuos 
catalíticos estudiados en esta Tesis (en rojo), y algunos otros situados en el entrono del centro 
activo (en negro). 
Introducción 9 
t 20 * 4 
B sarcin : - u2 
Tl : *-..-l-Lr--- G#%l : 36 
sarcin : : 99 
u2 : 65 
Tl : 61 
Sarcin : 
U2 
Tl 
C 
Figura 3 (cont.): B: Alineamiento de las secuencias primarias, realizado según la disposición 
de los residuos en la estructura tridimensional. El sombreado indica las identidades de 
secuencia, y los colores son los de los elementos de estructura secundaria descritos en la tabla 
6. C: Representación en cinta de las estructuras tridimensionales, según las coordenadas del 
PDB: RNasa Tl (Imt), RNasa U2 (lrtu), restrictocina (laqz, cadena A); y de uno de los 
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confóroneros de la a-sarcina (Pérez-Cañadillas et al.. 2000). Los colores son los mismos que
en B. Nótese que la horquilla del extremo amino de ¡a restrictocina no está completa.
Finalmente, se ha descrito de formapreliminar laestructura de cristales
de RNasa 112 con análogos de sustrato, con un análogo del intermedio de
reacción, y con 3’-AMP (Noda el al., 1997). aunque estas estructuras no están
disponibles ni se han publicado en detalle. Según esta descripción, la base de
adenina formaría enlaces de hidrógeno con el esqueleto de Tyr 44 y con la
cadena lateral de (ilu 49, y el tésfato a hidrolizar queda rodeado por Tyr 39,
1-lis 41. (Ñu 62. Arg SSe His 101 (Noda eii al., 1997).
El mecanismo catalítico dc las ribonucleasas microbianas
iakahashi (1970) propuso hace treinta años, basándose en la
modificación quín3ica de la proteína, un mecamsmo catalítico de tipo ciclante
para la RNasa TI, similar al dfUC ya se había propuesto para la RNasa A
(Findlay etal.. 1961; Robertsetal., 1969), en el que dos residuos de la proteína
participarían como ácido y base generales en dos etapas, como se expresa en
la figura 4. En la primera, el Chi 58 participaría como base, y tina 1-lis como
ácido. Fn estatrausfosforilación del enlace fésfodiéster, cl resultado sería la
formación dic un enlace fosfodiéster cíclico, unido por 2’ y 3’ a la ribosa. En la
segunda etapa, se i3idyolizaría el enlace en 2’, con la participación de una 1—lis
como base y el (jI u corno ácido. Desde entonces, sin embart~o. se ha tardado
mucho en determinar inequívocamente cuál era el papel de cada residuo
implicado en la catálisis (revisado en Steyacrt, 1997). En este trabajo ha tenido
un papel fundamental el estudio de proteínas mutadas de forma específica.
además de la determinación dIC la estructura tridimensional de la proteína con
gran resolucion. Se ha confirmado el mecuonsmo propuesto por Takahashi,
asignándose a la His 92 el papel de ácido en la primera reacción. y de base en
¡a segunda. Este par (ile/His es también el par habitual en el re-sto de [<Nasas
inRroblanas extracelulares (Nonaka et al.. 1993). en contraposición con los
residuos e sta] ideos de la RflasaA, que son las His 12 y 119 (delCardayré et al.,
1 99S) \as dificil Isa sido estableccr el papel de la His 40 que. según los datos
de l—r estiuctura tridimensional, queda cercana al Chi 58. y al mismo lado
respecto al sustrato,y que ax-udaría a éste a realizar la catálisis (Steyaert eral.,
1990. Nonaka et al., 1993)-Dehecho. durante mucho tiempo hubo controversia
sobre el papel de ese residuo, ya que Nislsikawa et al. (1996) postularon que la
1-lis 40 sería el residuo eatalítieo,junto con la 1-lis 92. basándose en las medidas
de actividad de mutantes de los tres residuos implicados. Sin embargo, la
mayoría de los estudios confirman el papel del Clu 58 como la base general en
la primera reaccion. en la que la His 40 sería necesaria en su estado protonado
Introducción 11
para una actividad óptima, participando en la estabilización del estado de
transición (Steyacrtetal., 1990; Steyaert. 1997). Sinembargo, en los mutantes
en que está sustituido el (Ñu 58, parece que la His 40 puede participar como
base general de la transfosforilación, lo que explica la actividad residual que
se observa en este tipo de mutantes (Stcyaert et al., 1990; Steyaert y Wyns,
1993).
AJGpA 1 2,3.cA/GMP
____ ¿3jNpMP
HOH2C AIG HOL-12c A/G HOH2C A/G
o o H20
- ‘0>4 Rápido Lento
¿ Fj .‘ O OH
¡ >4Q~p() / 5 o t~’ H—B> <10 ¡ -y
u o :5
-‘ ,. O H—Q A: + OH
A—
0 ‘CH
2 A -‘ A—O-O-
HO OH
Figura 4: Mecanismo ciclante de ribonucleasas ejemplificado en la reacción con un
dinucleofido. A seria el residuo que actúa como ácido general en la transfosforilación, y B la
base general. C seria la His que no participa directamente.
En cuanto a la RNasa U2, también se demostró que actuaba por un
mecanismo dc tipo ciclante. puesto que el producto principal de la hidrólisis de
RNA eran fragmentos terminados con un fosfato cíclico en 2:3’ (Arima et al.,
1968b). Los residuos catalíticos no han sido estudiados con tanto detalle,
puesto que no ha sido posible la mutagénesis de esta proteína, ya que hasta la
fecha no se había caracterizado su gen correspondiente. Los residuos
homólogos del centro activo serían His 41, CL 62 e His 101, siendo
probablemente la 1-lis 101 y el Clu 62 el ácido y la base, respectivamente, en
la trarosfosforilación. según se deduce de la estructura obtenida por
cristalografía de rayos X (Noguchi et al., 1995). Ests dos residuos, así como
otros que aparecen en el centro activo de la RNasa TI (Tyr 39,, Arg 85, según
la numeración de la 112) están en el cristal en posiciones similares a las de la
RNasa TI (Cohda et al., 1994). quedando sólo la His 41 algo más alejada
fNoguchi et al.. 1995).
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Las ribotoxinas fúngicas
l)entro de las ribonucleasas microbianas extracelulares las ribotoxmnas
fúneicas forman un grtípo especial, que muchos autores no consideran al
revisarlas, y que es el objeto principal de estudio de esta Tesis. Son proteínas
algo mayores cíue el resto dic las ribonucleasas microbianas que va se han
introducido, pero parecen tener el mismo motivo de plegamiento y el mismo
mecanismo catalítico, por lo que pertenecen a la superfarnilia. aunque su
especificidad es claramente mayor, a la vez que se les puede atribuir
actividades añadidas, como se discute más adelante. En este sentido, serían el
resultado de una evolucion dlivergente. díue se habría producido para adquirir
una mayor especialización y, dc hecho, se las considera un producto dc
«ingeniería nattu-al de proteinas» (Lamy el al., 1991.; Kao y Davies, 1995 y
1999v Esto sucede también en otras superfamilias de RNasas, como la de la
RNasaA, o la de la RNasa T2 (tabla 2). lo que ya fue denominado por
D’Alessio et al. (1991) como «risbasas» (ríbonucícasas con actividad biológica
especial. con el acrónímo tradlucido dEi molés)
Tabla 2: Risbasas: ribonucleasas con actividad biológica especial (D’ Alesio et al., 1991).
RISBASA ORIGEN ACTIVIDAD BIOLÓGICA ESPECIAL
RNass sem¡nel bov;na
ES-RNese:
Vesicutas seminales bov¡nes lndL,cc¡án de intertil¡dad
Anto)umorai
loloXour’osupresOr)5
Ao:g¡ogen¡roo Plasme humano Angiogénica
¡naotivaooán del oibosoma
EDN Toxina derivada de eos/néfiíos) Hígado humaroo
Sosinólílos humanos
Neuroléxica
502 (proteína catiónica de ecs¡nó4ílos) Eosindtiios torneros Neurotóxica
ENasa Nuevos ‘Je rana toro Le-cuna
Onconasa Huevos de rara pip¡cns Antiviral (Anhi HI’Jl
9eino Vepet¡i
Producto del gen 8 Nicotisna auto AuIc-incompatib/idad gametofílina
RÉin 1-lonnos
,-sa’cmna Aspergillus gigenteus lnaot<vsoón del ritosoma
Sc puede considerar que E-a tenido lugar también una evolución
eonver’u~ente con otra gran familia de proteínas de plantas. denominadas RIPO
(riboson-íe—ín¿ícti~’otíngpro(oins. la más conocida es laricina), puesto que todas
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ellas, incluidas las ribotoxinas fúngicas, son capaces de inactivar la
funcionalidad del ribosoma, actuando sobre la misma localización del rRNA,
como sc describe más adelante. Entre las RIP de plantas hay dos grupos de
proteínas, según el número de cadenas polipeptídicas (tabla 3; Stirpe el al.,
1992). Las RIP de tipo II están compuestas por dos cadenas, una que posee la
actividad catalítica sobre el ribosoma (cadena A), y otraque facilita su entrada
en las células. En el caso de la nema, por ejemplo, la cadena B es una lectina,
capaz de unirse a estructuras de la superficie celular con galactosa que actúan
como receptores (Lord et al., 1994). La toxina entrapor endocitosis (Van Deurs
eta!.. 1989) y alcanza, por transporte inverso en la ruta de secreción, al retículo
endoplásmico (Sandvig et al., 1992), desde donde se transloca la cadena A al
citoplasma (RapÉ et al., 1997); Wesche et al., 1999). Las de tipo 1. sin
embargo, presentan una sóla cadena polipéptidica. en la que estánpresentes los
elementos necesarios para la catálisis y laentrada en células. No se conoce, por
el momento, cuál es el mecanismo molecular fisiológico por el que entran en
las células pero, al menos, no se ha conseguido detectar la presencia de
receptores específicos. Dada su similar forma de actuar, también se considera
a las ribotoxinas dentro de esta familia, como RIP de tipo 1, aunque estructural
y catalíticamente son completamente distintas de las RIP de plantas.
Tabla 3: Enumeraciónde algunas de las RIP más representativas, incluyendo alas ribotoxinas
fúngicas. y algunas de sus características más significativas.
Toxina Organismo Características Referencia Actividad
nroductor 0n71n,ática
TIPO 1: Formadas por una única cadena polipeptídica
Amarantolía ím¿¡¡-an;/oc¡s v/ridis 3)) kOa Kwon ci ah 997 N-gI leas ¡das-a
IIetas- u ejno Sea, vuieoo-os 3 ti & Da Huí-oung u 996 Yi—gI i cosidasa
\‘i¡IgQros-
Brjoodjnas 1. 2 /3¿vacía dio/ea 28 kDa (ThxvIu¡k a ah 1997 N-gl ¡cosidasas
Clisnlbrjna (7ñman¡~,mum Li eraL, 1997 N-gI¡cosidasa
&<¡nopIlorc)
ría¡ílinoo ¡7) o¿-u ¡bus St). 32 k Da Lcgoíamc el al.. [99 1 N—g[laoslusos
C&irj np/ovl ¡tos
[<dio)¡tinas- <o fi, y ,Ñambo¡cou- ¿tu/os 3’ VDs (a), 29 he Benita el al~, [995 N-g! ¡ cosidas-as
kIioo (¡VV)
tiie[nnj,í¿í Oeluuiuno 3) LISa: Rocía er al> 988 N—glieasiduisoo
n¡o¡¡I¡/Jaruní elieup roldoa
(3ipsoti ¡ bol (ijpsup/oiba ¿¡¿gruís 28 LOa Yoshjnonj a ah 1997 N-g) cosidas-a
JiPO)) Hao-d¿uno mUgare 60 kfla Chaudísro cIa]., 1994 N-gíieasidasoa
Kjrj]jwiíiots a,J3 ?S-ieloasanfloes 28,8 kDa(cO, Wan3 el it. 1996 Gljcasidsísas
kií-i/av’ii gLicoprotefnas
Mornarehotrínas a, A-latí ardica gLieup¡-aícinas Ng el al., 1994 N-21 cosidas-as
¿baranda Wang a aL. 1998
Moornord¡na ¡L/ano uro//ca 28.7 kDa; Erido el aL. 1988 N’-gíicasidasn
¿haraníJa gí Icupro teína
PAF PI’j’la¡acca 29 kW. Cheo el al> 1991 N-gI)eusidas¿í
americana
PiS-S2 Phyoo¡acoa día/ca 296 kO-a Del Vecc-h¡a ti aL, N-gljeasidasa
gI¡caprotcina 997
26 kO Vash¡nari ¿Ial.. 996 N-gíju-asidasaPepac ni ucoort (a ¡)¿¡3 (5
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Toxina Organismo Carncterísticns Referencia Actividoid
nrpductnr cíizinititicii
—4-li o-a bol os- ¡a/apa 278 [¡Dos l-labíoLm el ;oL [989 N-gI¡cosidasaRocoteiii os a u u e míl
miroot,ilis (N’l.AP)
SepurO o no
Seed iumninoo
Tri eco ornpío j u a
Sa,n’,narío, ‘a4Oc:onoz¡¡¡s
Seo-/a/roo> ¿o/u ¡e
T,-íc-bac-aa:/oes
cm “u/Pa
Ir, cornosel ¡ fol ¡ríebosa,-otbc-s
¡apiri jo//e
rroí-¡os:ío1¡r-í:í ?iVcl>,)Sun/íOc’.>-
¡cor//un— ji
39 LOa
27 LtDa
35 LOa;
gí¡eopOcieina
24? VDa
Rucio, ¿1k> [<188
Wu el aL [998
dlhuo- ¿[oit. 1999
Chcn el OIL. 199’)
LODos .Maaaaroa,oc el al.
[987
N “Iico,sicl isa
N ‘t,&,s,cls¿i
N “Iocus~d osos
N “lociosod oso,
NO— toeo)socl lsd
os ,,orcno,o
AspI l
4- boina
o sdOeo,la
lii gobi sí it-’
‘violo> IJín 1
Peso oeIoo¡¡oí o
0 /ooníogcosoo.o
/ 0 ¡¡/0 cilio,’-
4 OcJSoltu.O-
1 g0=00017tcrOo.o
/ ra 5/’-iclíoS
4 oc oto /chos.
Iooo,ío e’uo,oos
1 tií-síílel Lino A Ji o nitw/u Ooo’>o>i¡)-O<0ñ01
O ,silona—9 O áo/o, cvloooc/,-oeoo
[7 kí)a Oloco ¿tal. 1905
7 LOa Arruda el al-, [996
[7 híDa ‘arenle cuaL. 1996
17 LlDoí 1 luoone el :1-. 1992
7 LIJo, Salvarclli el oot -- 99-1
17 [<1)1-o Paga el al> 1921
17 LI)~, (licoldiueí -aL. [966;
Mo,sei- eL :‘i> O 90)2
[4< Iotl)oo [lii eroíh [9(03
9 RDa O ¡oso> ¿[-al - , 0994
P¡ boaí loe leas
Ni ben tí elcoisa
4 ¡ bou ncleas a
R ¡bou uele ¡os it
[4.ben Loe 1 coí¡¡o
04 i l,o>n sic [¿oíslo
l<ilioj ti sic [¿tosa
Pi booníoel¿;ísoí
¿Fas [cocíeslerossal?
Abrin:,
Picina
o d¿¡:0
lucios dc SIsigo
[ buiiooas 1 rl y rl;
\0ouron ola
Nota nos hssoeq 0,
NO ¡obojl din 0-o
1 u ,n-oont,n o
Porree0 ¡0010
Leetíu¡o 1 deI
locoerc[1l000 0 N’Il —0
TI PO II: ¡orinadas por dos cadenas polipeptíd cas
.1 6,-ra- ¡n-c¿atcmr¡o-o.s 65 k lioso Olsu es e l>i di, 1 952
¿oo[0 raíZ¡014;
Rcecpoo’r
P/cZ,ico.s caou,,;oo;-o/a- 62 LOa;
vi caí, o-OIt [rl00;
[4cecí’ O
--0 cío,, ¡¡o ol/,~ deiioí 63 k Da;
tic> picite ‘rial
Rcnc o so u
—‘0, 0> Ll)oo;
it) XL,
>6 LOa ps>louactiea
III
.(/oIgo-> ¡¡ci ¡(<sonar la,’
.Scon,0,ueios e/000us
,ic,oi,t,,c:oo.c o,o’,-¡o
. >3/u
A-/a/oo/cia 0>00/
(7u-o o o (u 01 a rolO> OP
cYWl,O)/0¡iOl/
(iirí,-;aiio 0)100 iOn
parréc<la,,o
I-4.octotOi c0¡/ioÚn
alOco opretein ¡os
501 Lt)oo;
otO icOl,to’ic< Onu
64 1<0)10
0<01t,~
loco> í rootcieí
l<cec[atoir
¡10 ie¡opi-oot¿ ii-los
6<1 [¡IDos,
i¿Iicopro,tcinoi
63 LOa.
glieo tate , 00 00
Oil LAv[cn s- lloitíces.
0987
(Sirbds cl al> [99-o-
Ciocorcs es osO -. [997.
[1098
(iirbés ci il, 1993
Dc O3eooito el aL [‘>97
Roioocl oil 1 ‘¡97
[>i ¿0 oíL 0997
Lico at. [996
tisc[oc,ítíoore ci oo[.
1998
Ruda rsunogi. 1987
Otsi;e-.s y PidO - [982
N—glioísidasa
NO —clic ¡os idasa
N—gIic,isiítasoo
N—íolico=siclosscs
\ u~ieoo¡o9as:s¡
NO ‘ioico,sioloosa
NO ‘‘0¡ncosod,osoí
NO lmesosíd isa
NO loeosic[,ísoo
NO — Iicas j cloto a
N—ozlie¡,sidossoí
El descubrimiento de las ribotodnas
La íx-sarcína es la primera ribotoxina que se descubrió, dentro de un
programa de búsqueda de sustancias antitumorales llevado a cabo por Birger
Olson y otros colaboradores del Departamento de Salud dc Michigan
14
Introducción 15
(Michigan Department of Llealth, MDH), tras haber aislado una cepa de
Áspergillus- giganteus (numerada MDII 1 8894) que producíauna sustanci a que
inhibía tumores de rata, en concreto los llamados sarcoma 180 y carcinoma
755. Dc la actividad antisarcoma vino el nombre de u-sarcina, y se caracterizó
con cierto detalle la proteína aislada (Olson, 1963; Olson y Coerner, 1965;
Olson et al.. 1965). Otras dos ribotoxinas, restrictocina y mitogilina, se
descubrieron de la misma forma, aisladas de cepas de A. restrictus (Olson,
1966). Tanto laa-sarcina como la restrictocina se evaluaron clínicamente como
agentes anticancerígenos, pero se desecharon por sus efectos secundarios
((joldin et al.. 1966, Roga et al., 1971). No se volvió a saber nada de estas
proteínas, hasta que a final de los afios setenta se descubrió su mecanismo de
acción molecular, como inactivantes del ribosoma y, en concreto, rompiendo
un fragmento del rRNA ribosomal en una secuencia altamente conservada.
Después, en los años ochenta, se secuenciaron las tres proteínas (Sacco et al.,
1983; López-Otín et al., 1984; Fernández-Luna et al., 1985), tras haberse
establecido su homología al comparar partede sus secuencias (Rodríguez et al.,
1982) y sus características químicas y espectroscópicas (Gavilanes et al.. 1983).
N4ás tarde. en 1990, se clonó y secuenció el gen de un alergeno de A.
fumigo/os, AspE, que era casi idéntico a la mitogilina y a la restrictocina
(Arruda et al., 1990). A partir de entonces se caracterizaron los genes de las
ribotoxinas ya conocidas (Oka et al., 1990; Lamy y Davies, 1991; Lamy et al.,
1991; Wnendtetal., 1993),yde otras nuevas: clavina(Parente etal., 1996)y
c-sarcína (Huang et al., 1997) dc distintas cepas de A. clavo/as; gigantina. de
otra cepa de A. giganteas (Wirth et al., 1997); y seis genes descubiertos en
cepas dc distintas especies de Penicillirírn. que se han denominado a-sarcinas
(Lin et al., 1997). El rorupo de Alan Lin también hizo una detección de la
presencia de ribotoxinas en otras cepas de Aspergillus (Lin et al., 1995). La
detección y secuenciación de nuevas ribotoxinas, así como el estudio de la
relación filogenética entre ellas, es uno de los objetivos de esta Tesis.
Su actividad ribonucleolítica altamente específica
El mecanismo molecular de acción de las ribotoxinas no se conocía
cuando se descubrieron y se evaluaron clínicamente como agentes
antitumorales. Fue durante la década de los setenta cuando Julian Davies,
entonces en la Universidad de Wisconsin en Madison (EE.UU.), con Daniel
Sehindíer. que realizaba su tesis doctoral, descubrieronque la a-sareina inhibía
la biosíntesis de proteínas al probar su efecto sobre extractos dc germen de
trigo, que usaban para evaluar la acción de diversos antibióticos (Sehindíer,
1976; Sehindíer y Davies, 1977). Parte de estos resultados se han publicado
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bastante tiempo después. cuando Julian Davies estaba ya en París, en el
Instituto Pasteur (Larny et al., 1992), pero lo que sí publicaron es que sc
producía la inhibición de la biosíntesis por laescisión dc un fragmento de unos
300 pb localizados en el extremo 3’ dcl rRNA 28S de cucariotas (Sehindíer y
Davies. 1977). Los grupos de David Vázquez y Erie Cundliffe. que trabajaban
también en la caracterización de st¡stancias inhibidoras de la biosintesis cíe
proteínas y colaboraban con Julian [)avies, estudiaron más en profundidad la
acción sobre el ribosoma (Ecínández-Puentes y Vázquez, 1977; Conde et al.,
1978; Ilobden y Cundliffe. 1978). En cuanto a la mitogilina y restrictocina. su
caracterizacion enzímátíca confirmó que su mecanismo general de acción era
el mismo (Conde et al., 1978; 1-ando et al.. 1985).
El siguiente paso en el esclarecimiento del modo de actuación de la
lÍ-sarcína y otras ribotoxinas en el ribosoma fueron los estudios del grupo de
ira WooI en la Universidad de Chicago. cuando, en una serie notable de
trabajos (Endo et al., i982. 1983; Chan et al.. 1983; revisado en Wool, 1984).
caracterizaron con gran detalle la acfix’ id-ad ribonueleolitica específica de la
a-sareína. localizando el sitio de corte dentro del rRNA, a la vez que estudiaron
otras actividades menos específicas de la u-sarcmna. capaz de hidrolizar RNA
aislado en los enlaces fosfodiéster situados en 3’ de bases púricas, y también de
hidrolizar [)NA, pero de lbrma poco eficiente y muy dependiente de las
condiciones del ensayo. Estos estudios iniciales se han ido completando, por
lo que hoy- se conoce con bastante más detalle, tanto la estructura en el
rihos-oma del sitio de corte cíe las ril9otoxinas como los elementos de este sitio
que utilizan las ribotoxinas como reconocímíento para ejercer su (t(JClól1
ribonucleolítica especíñea (revisado en Vs’ool. 1997).
Lau-sarcina produce la hidrólisis de un único enlace fbsfodiéster, entre
las bases 64=5 x X4326 (según la numeración de la molécula de rata) dcl
RNA rihosom sí ~SS de la suhunidad mayor del ribosoma. localizado en uím
re m sin mti conseixada evolutivamente (Endo y Wool, 1982; Chan et al., 1983:
Endo e/o! 198 Wool, 1984; figura 5). 1.-a hidrólisis de este enlace prodtíce
la liberacion de un fragmento de rRNA conocido como fragmento u.
correspondiente il extremo 3’ del rRNA 285 (Sehindíer \ Dax les, 1977;
Brigotti e/ o!., 1989; Furutani e/ of, 1992). Consecuentemente, esta
inactivación del ribosoma bloquen la síntesis de proteínas y produce,
finalmente, la muerte celular, E-sta-acción estan extraordinariamente específica
y eficiente que la entrada de una única molécula por célula es responsable de
la acción letal observada (Cisnes y Pihí, 1982).
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Figura 5: El lazo de sarcinairicina (SRL). A: Representación de una parte del rRNA 28s 
de rata (Gliick y Wool, 1996) destacándose el SRL. y los sitios de corte de cc-sarcina y ricina, 
y la «guanina prominente», G 43 19. B: Un oligonucleotido de 35 bases que mimctiza el SRL 
(Glück y Wool. 1996), marcando también los sitios de actuación. La guanina prominente es 
aquí la G 15. Sólo se consideran los apareamientos canónicos, por lo que la estructura no es 
como la determinada. C: Esquema de los apareamientos deducidos de la estructura de un 
oligonucleotido de 29 bases, resuelta por RMN (Szewczak et al., 1993; Szewczak y Moore, 
1995). La flecha blanca indica el sitio de despurinación de la ricina (A 15), y la negra el de 
transfosforilación de las ribotoxinas (entre G 16 y A 17). La guanina prominente es aquí la G 
10. D: Representación de la conformación tridimensional según RMN (Ghick y Wool, 1996, 
según las coordenadas del PDB: Szewczak et al., 1993). E: Estructura de la subunidad grande 
(50s) del ribosoma de la bacteria Hulonrcul~ nznrismortui, resuelta por cristalografía, vista 
desde la interticie entre las dos subunidades, indicando la posición del SRL (Ban et al., 1999). 
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¿Cómo se ejerce esta acción tan específica’? De hecho, el enlace que
hídiolíza la u—sarcina forma parte de tin ínotivo universal cje 12 nucícótidios,
que constituye la secuencia más larsia de rRNA en la cual se conservan sin
sntcí uptión todas las bases, en todos los orizanismo.s estudiados basta la fecha
(ÓutelI y Fox, 1988), incluyendo los del propio A. giganteas (Ilobden. 1978;
Milleí y Bodley. 1988). En una base adyacente, la A4324 del rRNA 285 dc rata
(figura 5). es también donde sc produce la pérdida de la base por la acción de
las RIP de plantas, cuya actividad es de N-nlicosidasa en vez de ribonuleolítica
- al.. 1987; Endo y Ts<Endo ej uruígi. 1988; Súípe ct al.. 1 992) Por eso, a esta
estructura se le conoce con el nombre de «lazo de sarcina/ricina» (SRI. en sus
siglas inglesas; figura 5). Esta secuencia tíene su correspondencia inclino en
procas-iotas como IT. CO!!, donde se extiende desde la A2654 a la A2665 del
rRNA 23S (Noller eta!., 1981). La gran conservación a lo largo de la evolución
de esta estructtíra particular del ribosoma no se debe, evidentemente, a que sea
el lugar de acción de estas dos familias de toxinas, aunque éstas aprovechen
este hecho. En este dominio se unen sucesivamente los factores de elongación
(LI-1 y EF-2 en cucariotas, EF-Tu y EF-fi en procariotas) durante cada ciclo
de incorporación de un aminoácido a la cadena polipeptídica que se está
formando en el ribosoma (Moazed et al., 1988; Brigotti ej al., 1989).
La estructura trídiínensional dc este lazo ha sido determinada mediante
RMN en disolución (Szewezak et al... 1993; Szexvczak y Moore. 1995) y
cristalografTa (Correl et al.. 1998 y 1999: figura 5). Para ello. se sinteti.ó un
fragmento de 27 nucleotidos. de secuencia idéntica a la de dicho lazo. yque es
susceptible de ser hidrolizado por ambos tipo de toxinas, u-sarcína y nema. IDe
acuerdo con estos resultados, se tratarlade Linaconformacion muy estructurada,
estabilizada por varios emparejamientos entre base que no corresponden abs
clásícamente conocidos como (le VVatson y Crick (figura 5). Así, no se trata de
un lazo de 1 7 residuos, como se habría suptiesto al principio, sino de tina
horquilla compacta con un lazo en su extremo, formado únicamente por dos
nLtclcotidlos Su estructurase puede descomponer en tres pedluenos motíxos. \-a
caracterizados por separado en otras estructuras: un tetralazo (jACA. una (
prominente y una corta hélice de ti-po A. En la actualidad. se están realizando
numerosos estudios, tanto biocjuímicos. como estí-ucttírales, que est=sn
aportando mtíchos más datos sobre el papel del SRL. que está en una zona de
gran funcionalidad del ribosoma, donde se unen los factores de elongación
(Porse y G’irret 1999).
Antes de conocerse la estructura tridimensional de este dominio. el
grupo de Wool ya había empezado a estudiar los elementos minimos que serian
necestira os nc e -‘ cina ejercieran su acción. La primerapara q la ri ma \ la n—sar
sorpresa fue que ambos tipos de proteínas actúan de forma bien diferente, en
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cuanto a su reconocimiento del sustrato. Así, mientrasque laricina es capaz de
desptírinar cualquier tetralazo GAGA que esté cerrado poruna corta hélice del
tipo de Watson y Crick (Endo et al., 1991; Glúick et al., 1992). la a-sarcina
ataca a un residuo adyacente pero reconoce elementos estructurales muy
diferentes, aunque en los primeros experimentos no se lograron identificar
(Endo et al., 1990; revisado en Wool et al., 1992; Wool, 1996 y 1997). Sólo
después de conocer la estructurase dirigió la atención hacia la«6 prominente»
(GUI en la estructura deducida porNMR; GiS en el oligo considerado por el
grupo de Wool; G43 19 en el rRNA de rata; figura 5), que ha resultado ser el
elemento fundamental de reconocímíento; la deleción de esta guanina en el
oligonucleotido, o su sustitución por otra base, destruye la capacidad de
reconocimiento por parte de la a-sarcina. a pesar de estar situada a 6 residuos
de distancia (unos 15 Á) del enlace que es hidrolizado (GIÉick y WooI, 1996).
Otra conclusión importante de este trabajo, obtenida mediante la insercion
sucesiva de bases entre la guanina que representa este elemento de
reconocimiento y el enlace que es hidrolizado, es que parece que la a-sarcmna
la utiliza como punto de orientación al unirse, tras lo cual cortaría el enlace que
se encuentraa una cierta distancia. y no reconoce, estrictamente hablando, tina
secuencia conereta (Glúck y Wool, 1996).
Aunque laa-sarcina presentauna elevada especificidad dc sustrato, ésta
es dependiente de la concentración de enzima (Wool, 1984). Así, cuando se
utiliza rRNA como sustrato, y se incuba con bajas concentraciones de u-sarcina
(menos de 30 nM), se produce la hidrólisis única del enlace G4325-A4326,
liberando el fragmento a. Sin embargo, cuando la incubación se realiza con
altas concentraciones de u-sarcina (más de 30 nM), se produce la hidrólisis
inespecífica en el extremo 3’ de guaninas (Endo etal., 1983: Wool. 1984; Endo
et al., 1988). Se ha propuesto que esto podría deberse a la existencia de dos
zonas en el sitio de unión a RNA: una de ellas de baja afinidad, que produce su
hidrólisis inespecífica; y la segunda que reconoce con alta afinidad el motivo
estructural dc la O prominente (Szewczak y Moore. 1995).
En este mismo sentido, sc ha descrito cómo La cí-sarcína puede degradar
homopolinucleotidos, si se añade a una concentración suficientemente alta
(1-20 aM) (Endo et al.. 1983), manifestando una preferencia por aquéllos
compuestos por purinas. Incluso, se ha descrito su capacidad para degradar
DNA de doble cadena, si existe Mg2 presente en el níedio. Este último
resultado se encuentra cuestionado pues, contrariamente a ¡o que ocurre con el
DNA, la actividad ribonucleolítica de la sj-sareina se inhibe por la presencia de
concentraciones milimolares de Mg2 y Mn2 (Endo et al., 1983; Martínez del
Pozo et al.. 1989) y molares de cationes monovalentes como N&, K~ o NH
(Endo et al., 1983).
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La eran especificidad de sustrato cíue presentan la cí-sarcína y el resto
de ribotoxinas. en comparación con el resto de ribonucleasas microbianas
extracelulares. con las que compartirían laestructura general y el mecanismo
catalítico, plantea la pregunta de cuáles pueden ser los elementos en la
estruetisra de las ribotoxinas díue les permiten ese reconocimiento. En este
sentido - ya desde que se describió la estructura primaria de la cí-sarcina y se
planteó su homología con las RNasas 11 y U2. se propuso que los residuos
«extra» que presentan las ribotoxinas. al ser moléculas mayoes que las otras
RNasas. serian los responsables de esta especificidad (Sacco et aL, 1983). Al
predecirse un primer modelo de la estructura tridimensional de la proteína, ya
se vio que los residuos extra qtieclarian en los lazos dJtLe conectan los elementos
de estrtíetura secundaria ordienadía. que serían equivalentes a los dic las
ribonucleasas TI o U2 (N4ancheño ct al 1 995a) kao y l)avies, por su parte
(1995). también predijeron un modelo similar. y plantearon la hipótesis deque
las ribotoxinas habrían evolucionado a partir de un gen de ribonucle-asa
específica de guaninas o purinas. meorporanclo los elementos extra que le
permitirían centrar su especificidad de sustrato en el ribosoma, además de la
capacidad de atravesar la membrana plasmática; de esta forma, estas proteínas
habrían adlq tíiri do tína funcional idad bio lóí=ic-acomo toxínas. que sería la que
habría dirjirido su evolución. Concretamente. Kao y Davies han encontrado en
todas Ial— ribotoxinas tres elementos de secuencia que tienen relación con la
estructura del ribosoma y que las ribotoxinas podríanhaber «tomado prestados»
de otros genes, adquiriendo así una capacidad en cierto modo mimética de las
estructuras que rodean al SRi. en el uibosonn (fisaura 6). Lino de ellos es un 1’—
!óop (A>’PLSDGKF en todas- las ribotoxinas; nunicínejOIl cíe la (L-sarcifla). que
es un motivo funcional de union al nucleotido en proteínas que unen Al? o
GTP. Otro es una secuencia homóloga (Kí>ÁíhDSl¿CKPK; en elavina y c—sarcmna
sólo cambia la K inicial a >) a la que se encuentra en la proteína ribosomal Sl 2
de varias especies. El tercer elemento es una secuencia homóloga
(T0~NKYETK. en algunas ribotoxinas Y cambia a W, 1> cambia a DoN) a otra
que se encuentra en algunos factores cíe elongación que, como ya se ha dicho.
interaccionan con el SRI..
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Motivos homólogos en ribotoxinas 
y en proteínas ribosomales S12 
hteina Owanismo Residuos 
Mitogilina Aspergillus wstrictus 
Restrictocina Aspelgillus mstrictus 
aAmiIla Aspelgilius giganteus 
S12 tibosomal Theimus aquaticus 
S 12 rilxxomal Bacillus steamthermophilus 
S12 ribosomal Cyvptomonasphi 
S12 ritmomal Zea mays 
S12 ribosomal StreptococcuspneumclPliae 
S12 mitocondridMarchantiapopo3/morpha 
106 - 113 
106 - 113 
107 - 114 
119 - 126 
128 - 135 
115 - 122 
116 - 123 
129 - 136 
116 - 123 
KFDSKKPK 
KFDSKKPK 
KFDSKKPK 
KYGTKKPK 
KYGAKKPK 
KYGAKKPK 
KYGAKKPK 
KYGTKRPK 
KYGTKKPK 
Motivo de unión a nucleotidos (ATP, GTP) 
presente en muchas proteínas, incluidos los 
factores de elongación de la transcripción. 
Motivo consenso: [AG]-x(4)-G-K-[STj. 
En ribotoxinas: A-P-L-S-D-G-K-T 
(conservado en todas, rompe la hélice u) 
Motivos homólogos en ribotoxinas 
tores de elongación de la 
transcripción 
OrennismO Protetna Residuos Secuencia 
Mitogilina A. restrictus 14-20 TNKWEDK 
Restrictocina A. restrictus 14-20 TNKWEDK 
a-sarcina A. giganteus 15-21 TNKYETK 
EF-la E. gracilis 152 - 158 TNKFDDK 
EF-2 S. cerevisiae 254-260 TKKWTNK 
EF-3 S. cerevisiae 140 - 146 TNKWQEK 
Figura 6: Secuencias ribosomales presentes en los lazos extra de las ribotoxinas, indicadas en 
rojo en una representación en cinta de la estructura tridimensional de la a-sarcina. 
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Citotoxicidad
Si bien las ribotoxinas. que son proteínas extracelulares. fueron
descubiertas y estudiadas gracias a sus propiedíades antitumorales (Olson ct al..
1965: (joldin et al.. 1966), los primeros estudios que se hicieron a nivel
molecular acerca de su ekcto sobre sistemas celulares parecieron revelar que
la proteína sólo niostraba su carácter citotóxico fi-ente a células previamente
permeabilizadas por la infección con virus (Eernández-Puentes y Carrasco.
1980; Carrasco y Esteban. 1982: Muñoz et al.. 1985: Otero y Carrasco, 1987:
Liprandi et al., 1997; Cuadras et al., 1997) o por algún otro agente (Otero y
Carrasco. 1986. 1987 y 1988).
Sin embargo. más recientemente se ha demostrado cómo también la
cí-sarcína presenta actividad citotóxica frente a líneas celulares de tumores
humanos (Turnav et al.. 1993; (i)lmo et al., 1993), corroborando así la
caracterízacion inicíal que condujo asu descubrimiento(Olson et al., 1965). De
hecho, la proteina modifica el patrón de proliferación de las células,
produciendo la inhibición de su crecimiento y, finalmente, la muerte celular.
Yodos estos efectos son, probablemente, consecuencia de la inhibición de la
síntesis de proteínas, que sc observa tras 18 horas de incubación. Teniendo en
cuenta el análisis cinético de esta inhibición, se pueden observar dos fases; una
primera. de retraso. dependiente de e la concentración de cí—sarcína, y una
segunda. de primer orden con respecto a la concentracion de proteína. Esto
indicaría la existencia cíe un componente cinético saturable, previo a la
ribosomas.inactívación cíe los - que correspondería con el paso de la proteína a
través de la membrana celular (Turnax’ et al..~ 1993).
iras el fracaso de las primeras pruebas clínicas como agentes
antituinorales (001dm et al., 1 966: Roga et oíl - - 1971). se ha se”uidlo intentandio
utilizarlas en aplicaciones clínicas, pero cíe lorma que se limite su efecto
citotóxico general en el organismo, a base de dirigirlas específicamente hacia
las cé]ulas que se quiere inactivar. Así, se han construido clixersas
inmunotox~nas. en las que las ribotoxinas utilizadas se unían a anticuerpos
monoclonales que reconocen células tumorales (Orlandi et al.. 1988: Conde ci
al.. 1989; Wawrzynczak et al., 1991: l3erter cual.. 1992- Rathore y Batra, 1996,
1 997a y b: Rathore et al., 1997). Otro enfoque seriael de producir la ribotoxina
localmente en los tumores, mediante la utilización dic terapia génica. evitando
así que se vean afectadas otras células del organismo. lo que se está intentando
actualmente a través de una colaboración establecida con nuestro laboratorio.
En cuanto a la posible implicación de estas proteínas en la infección de
humanos. habría que pensar principalmente en las ribotoxinas producidas por
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isperg¡Ilus ¡isnilgotus. Esta especie es la principal responsable de distintas
enfermedades infecciosas (conocidas habitualmente como «aspergilosis»; tabla
4). que se dan con relativa abundancia en pacientes inmunodeprimidos en
hospitales, y que son causa de numerosas muertes, ya que no hay un
tratamiento eficaz una vez que se ha producido la infección. A pesar de que la
producción de ribotoxinas se ha asociado con estas infecciones, y se considera
el principal alergeno de esta especie, la utilización, en sistemas modclo, de
mutantes de ~I. .fumigo/us con el gen alterado no parece reducir su
patogenicidad. por lo que no parece sernecesario para ésta, al menos en alguna
dc las enfermedades. Sí parece ser más importante su papel, sin embargo, en
procesos alérgicos (Lamy et al., 1991: N4oser etal., 1992; Arruda et al.. 1 992a
y b y 1995; Paris et al., 1993: Smith et al., 1993 y 1994; Holden et al., 1994;
Nicolaizik a al., 1995; Kurup et al.. 1994 y 1998; Laigé, 1999).
Tabla 4: Enferínedades infecciosas producidas por Áspergi¡/i
.
Infección hospitalaria Organismo responsable Referencias
Aspergilosis A. !iunigauts Bardana 1980;
broncopulmonar aléreica Greenbcrger, 1988
(ABI’A)
A. ochracewy Novey y Wells. 1978
Aspergilosis pulmonar A. Jhmigoua Kothary etal., 1984;
invasíva (IPA) Spreadbuíy et al., 1989
Asma alérgico A. jiunigotus Bardana 1980
Fibrosis cística asociada a 4. /hm¿gauss- Zeaske el al., 1988
AB PA
Dennatitis atipica A. ¡ion/gana- Disch et al., 1995
Aspergiloma 4. Júmigarus Bardana 1980;
Grecuberger, 1988
Neumonía hipersensible -‘1. jum¡gat os Bardana 1980;
(ireenberger, 1988
A. fiavus Arnowetal., 1991
Aspergilosis nosocornial Aflavus /AjhrnÑ4arus Lentino et aL, 1982
La entrada en las células: interacción con membranas
Puede parecer obvio que, dado que las ribotoxinas son toxinas
extracelulares que ejercen su actividad citotóxica sobre determinadas células
diana, esta acción requiere varias etapas moleculares. Es fundamental suacción
24 Introducción
catalítica específica, que inaetíva el ribosoma. Pero, siendo el ribosoina un
orgánulo citosólico, es también necesaria una etapa previa en la que la toxina
entre en las células. Dado que la actividad inactivante del ribosoma sc dirige
hacia una estructura evolutivamente conservada, ésta podría tener lunar. en
pnnc.ípío, en todo fipo de células. Por tanto, — va que las ribotexinas sony
toxicas sólo para determinados tipos celulares y organismos. es lógico pensar
que la selectividad de la acción citotóxica va a residir precisamente en la
distinta capacidad para entrar en las células a las que ataque. Esta «actividad»
de entrada en las células también las diferencia del resto de ribonucleasas
microbianas extracelulares, que no presentan esta capacidad. En esta etapa dc
la entrada en células es donde se ha centrado tradicionalmente el estudio de las
bases moleculares de la citotoxicidad de la rj-sarcina por parte de nuestro grupo
dc ;nvesnuacíon.
No se ha encontrado ningun receptor para las ribotoxinas, que ayudie
a su entrada en las células, a pesar de algunos intentos de búsqueda (Lin. A. y
WooI, 1.G., resultados sin publicar, citado en Wool. 1997). De hecho, las
conclusiones que se han obtenido en nuestro laboratorio sugieren que la
cí-sarcína presenta en su propia estructura la capacidad para interaccionar con
la membrana celular y transiocarse al citosol. Como va se ha dicho, esto es una
diferencia clara con las RIP de plantas de tipo II, como la nema. que si utilizan
elementos de las células como receptores (Stirpe et al.. 1992:1.-oid etal.. 1994);
incluso parece que utilizan la maquinaria de translocación de proteínas
defectuosas en cl retículo endoplásmico. paraconseguir que lacadena catalítica
entre al interior celtílar (Wesche et al.. 1999).
La aproximación que ha permitido estudiar la capacidiad cíe la sí—sarcsna
para atravesar membranas ha sido la cíe emplear sistemas modelos. !brmados
por vesículas lipídicas (revisado en Gasset et al.. 1994; Mancheflo et al.,
1994a). En primer lugar, la cí-sareina muestra una elevada afinidad por
fosfolipidos ácidos, habiéndose descrito su capacidad para interaccionar con
vesículas modelo compuestas por ellos (Gasset et al,. 1989; Oñaderra et al.,
1989; N4ancheño et al., 1 998b). Como consecuencia de la interacción. la
cí-saresna produce la agregación de las vesículas, que se puede seguir por un
aumento de los valores de absorbancia a 360 nm (Gasset et al..1990). E-sta
agregación es dependiente de la relación molar proteina:lipido, alcanzándose
la saturación cuando ésta es de 1:50. Los fosfolípidos ácidos son
imprescindibles. detectándose interacción tanto cuando se utilizan vesículas de
fosfatidilglicerol (PC: Gasset et al.. 1990) corno de fosfatidilserina (PS;
Mancheño et al.. 1 994b y 1 998b), pero no de fosfatidilcolina (PC; Gassetet al.,
i990), un fosfolípido zwiteriónico. Dc esta forma. sc detecta la existencia de
un componente electrostático en la interacción. De hecho, varraciones en la
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fuerza iónica del medio suponen modificaciones en la extensión de la
agregación, pero no revierten la interacción una vez establecida, demostrando
que también existe un componente hidrofóbico importante. Este resultado está
también de acuerdo con lo observado al estudiar la influencia de la cí-sarcína
sobre el comportamiento termotrópico de las vesículas (Gasset et al., 1989,
1990, lO9layb, 1995ayb).
Se ha descrito también la capac dad de la cí-sarcina para producir fusión
de membranas (Gasset et al., 1990). Para ello, se midió la mezcla de lípidos
entre diferentes vesículas, registrando la disminución de la transferencia de
energía por resonancia producida entre dos sondas fluorescentes incorporadas
en una población de liposomas. cuando éstos se incuban con un exceso de
vesículas sin marcaje y con cí-sarcina (Gasset et al., 1990; Mancheño et al,,
1 994b). Este proceso implica la dimerización de moléculas de proteína durante
os momentos iniciales de la interacción, como se ha determinado mediante
estudios de flujo detenido, y además, ocurre concomitanteniente con la mezcla
de los contenidos acuosos intravesiculares (Mancheño et al., 1994b). La
capacidad fusogénica de la cí-sarcina también se ha detectado por estudios de
microscopia electrónica por criofractura, observándose grandes estructuras
multilamelares cuya existencia corroboraría los estudios espectroscópicos
(Gasset et al., 1990 y 199 Ib).
La interacción dc la cí-sarcina con vesículas lipídicas supone también
una protección de la proteína frente a hidrólisis tríptica, a pesar de su alto
contenido en residuos de lisina y argínina (Gasset et o!.. 1989; Oñaderra u al.,
1989) Además, se ha descrito su capacidad para translocarse al interior de
estos sistemas modelo (Oñaderra e/o!., 1993). Esto se demostró mediante dos
tipos de ensayos: degradación de tRNA encapsulado en vesículas de asolectina,
tras incubación con cí-sarcina; y degradación de la cí-sarcina por incubacióncon
vesículas que llevaban tripsina encapsulada. En ambos casos se utilizaron
controles para descartar la liberación espontánea de las moléculas
encapsuladas, y por tanto una degradación extravesicular. De esta forma, se
demuestra que la cí-sarcinaes capaz de transiocarse al interior de las vesículas
en un estado enzimáticamente activo. Estos ensayos no permitendeterminar si
la cí-sarcina penetra totalmente al interior vesicular, o si permanece unida en la
cara interna de la membrana pero con su centro activo accesible al interior de
las vesículas. También se ha podido determinar mediante este tipo de ensayos
la presencia de formas oligoméricas de la cí-sarcina asociadas a la interacción
con las vesículas lipídicas y la translocación a través de la bicapa (Oñaderra et
al., 1998).
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Esta translocación de la cí-sarcina, junto con el resto de los resultados
comentados. se explica suponiendo que la existencia del componente
electrostático en la interacción permite su unión a membranas lipídicas.
mientras que el componente de naturaleza hidroÍbbica desestabiliza las bicapas.
posibilitando su paso al interior de las vesículas. El componente electrostático
de la interacción sería atribuido al gran número dic residuos básicos que tiene
esta proteína y que permitiría la interaccion con las cabezas polares de los
fosfolípidlos ácidos, mientras que el componente hidrofóbico requeriría la
existencia de zonas hidrofóbicas en la proteína que interaccionasen con la zona
de las cadenas de acilo de la bicapa. Esta zonahidrofóbica, que no eraevidente
al observar la secuencia primaria de la a-sarcina (Sacco et al., 1983; Martínez
del Pozo 1988). se predijo que podía ser una lámina [3central que sería
equivalente a la lámina [3central cíe las RNasas 1 1 y U2 (Mancheño et al.,
1995a). cuya existencia se confirmó después al resolver la estructura
tridimensional de la proteína (Campos—Olivas et al., 1 996a y b: Pérez—
Cañadillas et al., 2000). Así, para comprobar el papel dc la lámina [3en dicha
interacción con las bicapas lipidicas. se sintetizó un pépúdo, denominado uS
(116-139). que corresponderíaados de las hebras de lalámina [3.hstepéptido
origina efectos similares a los producidos por la proteína completa en su
interacción con vesículas, adoptando conformación [3tras la interacción y
confirmando, al menos deforma parcial, lahipótesis planteadaacerca del pape!
de la mencionada lámina [3(Mancheño el al.. 1 995b). Asimismo, se han
sintetizado papudos de menor tamaño correspondientes a la misma zona de la
estructura de la o,—sarcina. estableciendo que un pépticlo de nueve aminoácidos.
correspondiente a los residuos 131—139 dc la cí-sarcina es suficiente para
mimetizar dichos efectos (Manclieflo et al.. i998a).
Por otro lado, la interacción de la o,-sarcina con vesículas se traduce en
una disminución en la estabilidad dc la proteina (Gasset eta!.. 1995b). Se han
realizado también ensayos cíe interacción utilizando u—sarciua reducida y
carboxiamidometilada (Gasset eí al.. 19954. de manera que. aunque ésta sólo
contendría parte de su estructura ji y giros [3como ordenaciones periódicas, y
aunque se encuentra mayoritariamente desestructurada. como sugiere su
espectro de dicroísmo circular, sigue produciendo sobre las vesículas efectos
similares a los obtenidos con la proteína nativa. Por tanto, la estructura nativa
de la u-s areina no es imprescindible para el establecimiento dc su interaccion
con vesículas. Este resultado estaría también de acuerdo con la existencia de
la lámina J3 hidrofóbica corno soporte del componente no polar de la
interacción, puesto que el porcentaje de este tipo de ordenación periódica es
elevado en el complejo proteína-lípido que se forma, como se ha comprobado
por espectroscopia de infrarrojo (Gasset er al., 1 995a y b).
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En definitiva, todos estos estudios de interacción de la cí-sarcína con
vesículas modelo, ponen de manifiesto la capacidad intrínseca de la proteína
para interaccionarcon membranas. Hay que recordarque la cí-sarcina presenta
capacidad citotóxica frente a numerosas líneas celulares de tumores humanos,
sin que medie ningún tipo de permeabilizaeión anterior de la membrana (Olson
et al., 1965 Olmo et al., 1993~ Turnay et al., 1993). Por tanto, parece que la
a-sai-cina sc transioca al interior celular a través de su interacción con los
fosfolípidos de las membranas.
En este sentido, los diferentes fosfolípidos actuarían como. Es muy
significativo que lací-sarcina reconozca fosfolipidos ácidos, especialmente PS
y PG. y no interaccione con PC. Se ha descrito la asimetría en la distribución
de los lbsfolípidos en las membranas plasmáticas, predominando generalmente
PS y fosfatidiletanolamina (PH) en el interior celular, y PC y esfingomielina
(SM) en cl exterior (Connor et al., 1989; Devaux, 1993; Zachowski, 1993;
Devaux y Zachowski, 1994; Williamson y Sehíegel. 1994). Esta asimetría se
mantiene gracias a la acción de varias proteínas que transportan en direcciones
opuestas a distintos tipos de fosfolípidos, a las que se conoce como «flipasas»
(Smit et al., 1993; Tang et al.. 1996: Van Helvoort et al., 1996). La presencia
de PS en la cara externa de la membrana es una consecuencia del inicio del
proceso de apoptosis, lo que es aprovechado por los macrófagos, que presentan
en su superficie receptores para este fosfolípido. que activan la endocitosis de
la célula (Fadok et al., 1992a y b). Igualmente, en células tumorigénicas se ha
detectado también una mayor presencia de PS en la cara externa de la
membrana (Connor et al., 1989; Utsugi et al.. 1991), que podría explicar la
mayor especificidad para la entrada de lací-sarcina en alguna líneas tumorales,
como ya se ha indicado.
Producción dc ribotoxinas recombinantes
El primer sistema de producción de ribotoxinas por métodos
recombinantes se publicó en 1990, y utilizaba un gen sintetizado
químicamente, que codificaba la secuencia madura de la cí-sarcina, fusionado
a la secuencia señal de la proteína OmpA de Esúheriehio coil. La proteína así
producida. sin embargo, no se exportaba de forma eficiente al espacio
periplásmico, por lo que el rendimiento resultó ser muy bajo (Henze et al.,
1990), aunque recientemente ha sido mejorado (Sylvester et al., 1997).
‘l’ambién el grupo de Yaeta Endo, que publicó la primera secuencia de un gen
de ribotoxina (el del cDNA de sar. que codifíca la cí-sarcina: Oka et al., 1990),
produjo a-sarcina en E. cali, esta vez utilizando la secuencia señal de la ¡3-
lactamasa de la bacteria, pero sin el residuo de alanina del extremo amino de
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la proteína por lo que se produce una forma mutante que, si bien es activa a la
hora de inactivar los ribosomas, no se sabe si pudiera tener afectada alguna de
las otras funcionalidades de la proteína (Oka et al., i992).
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Figura 7: Estructura deigensar(Wnendtetal.. 1993). A: Mapaderestricción del fragmento
de 52 kb obtenido por digestión con Hbsdlll del DNA genómicode .4. g¿~ontcus MDH 1 8894.
13: Comparación de las secuencias de nucleotidos de los genes sar y íes (I~amy y Davies,
99!), y de las secuencias de :iíninoácidos cediticadas. Están subrayados los ¿uninoacidos del
extremo ans no de las proteínas moiduras, la daj a ‘PATA. (:) irídica bases iguales. (-) un hueco
en 1-a secusncia.
En nuestro grupo se consiguió el primer sistema de producción de la
forma nativa en E. cali tisando el gen natural fusionado a un forma modificada
del péptido señal de OmpA (Lacadena eta!.. 1994; Lacadena, 1997). Se han
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utilizado dos sistemas basados en los vectoresa pFNPG y pETí Ib, que permiten
la producción y purificación de cantidades sienificativas de u-sarcina
recombinante que mantiene las características estructurales y enzimáticas
propias de la proteína fúngica, así como su capacidad para interaccionar con
bicapas lipídicas (1~acadena, 1997). También se ha usado este sistema para la
producción de gran cantidad de q-sarcinauniformementemarcada con isótopos
paramagnéticos estables (‘5N y 2C), así como marcada selectivamente en Tyr
y Phe con ‘5N (Lacadena, 1997). Estas formas marcadas se han usado para,
mediante RNIN, resolver la estructura tridimensional en disolución de la
íj-sarclna (Campos-Olivas et al., 1996a y b; Pérez-Cañadillas et al.. 2000).
Estos sistemas seestán utilizando de forma habitual en nuestro laboratorio para
la producción de formas mutantes de la u-sarcina (Lacadena, 1997; Lacadena
et al., 1995a y 1999; Pérez-Cañadillas et al.. 1998). Una última mejora en ese
sistema ha supuesto la coexpresión con tiorredoxina (utilizando el vector
pT-1’rx;Yasukawa et al., 1995). lo que permite aumentar la solubilidad de la
proteína al facilitarse la reordenación de los puentes disulfuro incorrectamente
formados. De esta forma se ha aumentado entre 3 y 4 veces el rendimiento en
la producción. obteniéndose hasta 10 mg/l, sin modificarse las características
de la proteína obtenida (García-Ortega et al.., 2000).
También la mitogilina ha sido donada y producida en E. uñí (Better et
al.. 1992). En este caso el sistema utilizado consistió en el clonaje del
correspondiente eDNA sintetizado químicamente en cl vector pINPGISOO
(Better et al., 1988), de fonna que se fusionara con la secuencia señal depelB,
bajo el control del promotor acaB, inducible por L-arabinosa, obteniéndose la
proteína en el medio extracelular. Este sistema también se ha usado para la
producción eficaz de mutantes (Better eta)., 1992; Kao y Davies, 1995 y 1999;
Kao et al., 1998). La ventaja que presenta este sistema es que consigue exportar
la proteína al medio extracelular, en vez de acumularse en el espacio
periplásmico. por lo que la purificación resulta mucho más fácil.
La restrictocina ha sido producida asimismo en E. ccli, fusionada a una
cola de seis His, lo que permite su purificación mediante cromatografía de
afinidad frente a Nl (Moser et al., 1992). También se ha descrito la
producción la proteína sin modificar en E. ccli, una vez más usando el péptido
señal de OmpA (Rathore eta!., 1996), sistema que se ha usado igualmente para
producir u-sarcina (Rathoreet al,, 1997). Los autores del trabajo mantienen que
obtienen la proteínas puras y nativas, resolubilizándolas a partir de cuerpos de
inclusión, con un rendimiento de 45 mg¡i de cultivo. Sin embargo, la
caracterización que presentan de las proteínas hace pensar que sólo tina parte
de la proteína total que obtienen está correctamente plegada y activa. Cuando
se ha intentado hacer lo mismo con la u-sarcina en nuestro laboratorio,
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produciéndola. purificándola y solubilizándola a partir de los cuerpos de
inclusión, en simIlares condliciones. no se ha consecuido obtener la proteína
totalmente plegada en su estructura nativa (l~acadena, 1997).
Tabla 5: Esquenia de los diferentes sistemas de expresión
fungicas
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Rendimiento de proteína nativa en mg/l de medio de cultivo, Ac.: detección sólo por
anticuerpos.
Rendimiento obtenido de la fracción insoluble.
Rendimiento obtenido de la fracción soluble,
L.-a ultima ribotoxina producida en E ccli ha sido la elavina, utilizando
el vector pEZZI 8 (comercializado por Pharmacia). produciéndola como
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proteína de túsión con un dominio sintético de unión a IgO (Parente et al..
1996). De esta forma, la proteína de fusión secretada al periplasma se purifica
mediante cromatografía de afinidad en IgG-sefarosa, liberándose la clavinapor
digestión con el factor Xa, obteniéndose un rendimiento de 30-40 mg! de
cultivo. Sin embargo, hay que destacar que la clavina purificada por este
sistema presenta una Thr adicional en el extremo amino, además de que los
resultados obtenidos no se han podido comparar con la proteína nativa, al no
haberse purificado a partir de su fuente natural, el hongo ¡1. clavotus (Parente
et al., 1996). Este mismo esquema se ha usado para producir la a-sarcina de
forma similar, y tiene parecida actividad a la a-sarcina natural, pero no
describen la caracterización estructural (Parente et al., 1998).
En cuanto a la producción heteróloga de ribotoxinas en sistemas
cucariotas. los resultados han sido muy diversos. Respecto a la u-sarcina, hasta
los estudios que sc incluyen en esta Memoria, sólo se había introducido el gen
sor, incluido su intrón, en A. níger (Wnendt et al., 1993). Este resultado, sin
embargo, no fue muy satisfactorio pues los autores únicamente lograron un
clon productor de u-sarcina y con un rendimiento muy bajo, alrededor de tres
órdenes de magnitud menor que en el A. gigonteus original.
Lamy y Davies (1991) también intentaron producir la restrictocina en
otro hongo del mismo cénero. A. nidulons, utilizando como marcador el gen
orgB, mutado en la cepa huésped, CS 2008. También el grupo de Ron Kenealy
intentó lo mismo, tanto en A. nidulons como en A. níger (Brandhorst et al.,
1 994), usando construcciones parecidas. En los tres intentos, sin embargo, los
niveles de producción fueron muy escasos.
El mismo grupo de Kenealy intentó la producción de restrictocina
recombinante en Socchorornyces cerevísíue (Yang y Kenealy, 1992a). pero no
se consiguió por la ineficiencia del sistema de secreción como se discute más
adelante, por lo que sólo obtuvieron la producción de mutantes inactivos.
Modelización y determinación de su estructura
Desde que se determinó la estructura primaria de la a-sarcína se
observó la gran similitud de secuencia que presentaba con otras RNasas
microbianas como la Ti o la U2 (Sacco et al., 1983), lo que bacía pensar que
podíapresentar también una estructura tridimensional similar. Se conocía lade
la RNasaT 1, además de numerosas características relacionadas con su
conformación, configuración del centro activo y mecanismo de plegamiento
(Campbell y Tso, 1971; Heineman ci ol., 1980; Heinemann y Saenger 1982
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Ding cl al.. 1991: Grunert er ob, 1991: Grauzin ci o!., 1992). Se conocían
también las estructuras tridimensionales de otras dos proteínas de la misma
familia, las RNasas Ms (Nonaka et al.. 1993) y FI (Vassylyev et al., 1993)
aparecien(lo posteriormente la de la RNasa 11)2 (Noguchi el al.. 1995), que es
aquella cuya secuercia presenta mayor grado de identidad con respecto a la
tj-sarcina.
Se vio que las similitudes de secuencia se concentraban en algunas
zonas que correspondían a los residuos del centro catalítico y las hebras ¡3 de
la lámina principal de las RNasas dic la familia de la TI y cinc., comprendidas
entre estas hebras, las ribotoxinas presentaban secuencias más largas que Zas
otras RNasas y ricas en residuos básicos (Martínez del Pozo et al.. 1988; Lanw
et al .1992; Mancheño et al., 1 995a). Según este alineamiento. se propuso cíue
las ribotoxinas presentarían un mismo patrón de plegamiento en torno a una
lámina ¡3 central bastante hidrofóbica en la que se situarían los residuos
catalíticos. Esta lámina se predijo con al menos cuatro hebras. y explicaría el
componente hidro Lóbico de la interacción con vesículas lipídicas. Los residuos
extra con respecto a las 1% asas menos específicas serian lazos en los que
abundarían airos- [3o estruc¡Llras no ordenadas. ven los cuales se encuentran la
mayoría de los residuos básicos de la proteína, y serian los responsables del
componente electrostático dic la .nteracc.ión con xresículas (Mancheño et al.,
1 995a). Al mismo tiempo. Kao y Davies <1995) publicaron un trabajo en el que
postadaban una estructura similar para la restrictocina. basándose en un
alineamiento similar. aunque centrandio su explicación en la especificidad de
la actixridad ribonucleolítica de las ribotoxinas, cíe la que también
responsabilizaban a los lazos extra.
La colaboración de nuestro grupo con el Grupo de Espectroscopia de
RMN del Instituo de Estructura de la Materia (CSIC, Madrid) ha permitido
determinar, tras varios anos cíe esfuerzo, la estructura tridimensional de la
u-sarcina. mejorando sucesivamente la resolución x’ refinando la estructura
hasta resolver incluso las zonas cloe aparentan estar más desordenadas
(Campos-Olivas et al.. 1996a y b; Campos-Ql vas. 1997; Pé-rez.-Cañadillas.
1999; Pérez-Cañadillas et al., 1998 ~ ~000). Para ello se ha necesitado no sólo
la producción y purificación de suficiente cantidad de ir-sarcina nativa, sino
también formas marcadas. uniformemente y en algunos residuos, con isótopos
estables paramagnéticos, como va se ha comentado. I)urante este tiempo, se ha
publicado asimismo la estructura de la restrictocina, resuelta mediante
difracción de rayos X (Yang y MofLil. 1996’>.
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Figura 8: La estructura tridimensional de la u-sareina: de la modelización a la
determinación. A: Alineamiento de la u-sarcina y otras RNasas fúngicas de las superfamilia
de laTí (Mancheño etal., 1995a), del quesededujo lasimilituáde loselementosdeestructura
secundaria regular ordenada. B: Modelo estructural general de la u-sarcina (Gasset, 1990;
Macheño et al., 1994a), elaborado a partir de los elementos comunes con la RNasa TI. C:
Predicción detallada de los residuos mínimos de la lámina ¡3 central (Mancheño et al., 1995a).
D: Representación en «tubo» del esqueleto de la estructura tridimensional en disolución de la
o.-sarc¡na (Pdrez-Cañadillas. 1999; Pérez-Cañadillas et al., 2000). El grosor del tubo es
proporcional a la desviación media entre las coordenadas de los átomos iguales.
La estructura de la a-sareina en disolución. está representada por un
conjunto dc 47 confórmeros (Pérez Cañadillas, 1999). Su plegamiento global
corresponde. como se habíapredicho. a una estructura de tipo u/~ formada por
ÑH,-
+
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una lámina antiparalela de 5 hebras ([3, a 3¾.conectadas con topología —1. —
- i, -1 Empaquetada frente a la lámina se encuentra una hélice u de
aproximadamente tres giros (Uf). El ciuremo amino de 26 residuos forma una
larga horquilla [3en la que las dos hebras se pueden considerarpartidas por una
«bisagra» que separaría dos pequeñas láminas. El resto de los residuos formaría
cinco largos bucles, que son los que conectan los elementos dc estructura
secundaria regular. De ellos, al menos el bucle 9 puede considerarse separado
en dos partes, 2< y 2f]. separadas por un giro dc hélice. a, (Pérez Cañadillas,
1999).
Tabla 6:
elementos
y Moftht.
Comparación de la nomenclatura y los residuos que integran cada uno dc los
de estructura secundaria en la restrictocina (secún su estructura en cristal por Yang
1996) y’ la o-sarcina (según su estructura obtenida por RMN por Pórez Cañadillas,
duns qcíc no aparecen en la &-sarcf na
elemef]tos consecutivos. Se indican los colores
1999. y Pérez-Gafladillas ci al.. 2000). Los res
corresponden a la transición entre dos
utilizados en las figuras; si no se indica, es azul oscuro.
RESTRICTOCINA a-SÁRCINA
Residuos ElemenÉo
a
Residuos
a
6196
Elemento Color
—
36169
¡3.,
6414 ¡3w
36479 6540 giro 3~
3
7(1
[~2>
25-35 2-36 rojo
36-48 ,--49 bucle 1 an-íari lío
0-52 Ji,
53-91 L= =<-72 bucle 2< verde
H2 ¡<-78 u, verde
53-9! L3 79-93 bucle 2<, verde
92-98 B4 94-97 [3,
99-II? L4 98-119 bucle 3 azul claro
ll8-l~~ 135 120-124 (3.
126-l31 LS 125-132 bucle 4 rosa
132-137 36 133-37
138-142 1:6 139-143 bucleS naranja
143-147 137 144-146 [3.
Figura 9: Modelo de interacción del SRL con la a-sarcina, tomado de Pérez-Cañadillas (1999) 
y Pérez-Cañadillas et al. (2000). La proteína se representa mediante su superficie electrostática, 
y el RNA en modelo de varillas. El esqueleto fosfodiéster del RNA se representa en rojo y las 
bases en blanco, a excepción de la G de reconocimiento (en verde) y las bases adyacentes al 
sitio de corte (amarillo). Se indican además los residuos de la proteína que podrían estar 
directamente implicados en la interacción. Loop 5: bucle 5. 
El plegamiento de la a-sarcina es muy similar al de la restrictocina, con 
los elementos de estructura secundaria regular prácticamente idénticos. Sólo se 
aprecian orientaciones ligeramente diferentes en las regiones correspondientes 
a Ser 83-Asp 91 de la a-sarcina y el bucle 5, aunque la región homóloga a Ser 
83-Asp 91 forma contactos intermoleculares en el dímero cristalográfico de la 
restrictocina. En cuanto al centro activo de ambas proteínas, es muy similar, y 
sólo se diferencian en la orientación de la cadena lateral de la arginina (12 1 en 
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la cí-sarcina y 120 en la restrictocina), probablemente debido a la presencia de
un ion fosfato en la estructura cristalográfica. Hay que destacar que una parte
de la horquilla [3del extremo amino no ha podido ser resuelta en el cristal de
la restrictocina, por lo que no se tiene información sobre esta zona. Esta zona
presenta una gran flexibilidad en los confórmeros de la a-sarcina (figura 8 D).
y sí ha podido ser descrita (Pérez Cañadillas. 1999; Pérez-Cañadillas et al.,
2000).
En cuanto a la comparación con las estructuras de las RNasas Ti y U2,
las ribotoxinas muestran altos grados de similitud para las regiones de
estructura secundaria regular (aunque la hélice de las ribotoxinas es menor),
centrándose las principales diferencias en la menor longitud de los bucles de
conexion y de la horquilla [3,que en las ribotoxinas (al menos en la a-sarcina)
presenta una sublámina adicional. Los residuos catalíticos de las tres enzimas
se encuentran en posiciones equivalentes, con una ligera diferencia en cuanto
a la cadena lateral de la arginina. La diferente actividad ribonucleolítica se
puede tratar de explicar por la distinta orientación del bucle 5 y de los cambios
en el sitio de reconocimiento de la base-, y por la menor accesibilidad de la
histidina catalítica de las ribotoxfnas. que justifica su menor eficacia catalítica
frente a nucleotidos (Pérez Cañadillas. 1999; Pérez-Cañadillas et al., 2000).
La producción de proteínas heterólogas en Pichiapastoris
La levadura Pichio posuvis es un microbio cucariota que ha sido
utilizado para desarrollar un eficiente sistema de producción de proteínas
heterólogas. comercializado desde hace ~mosaños por Invitrogen (Cregg y
Madden. 1988; Siegel y Brierlv. 1989: Romanos et al.. 1992; Cregg et al.,
1993; Fligains r Cregg. 1998). Paralelamente. se ha desarrollado un sistema
similar. aunque con características lexemente distintas, por parte del Centro
Nacional de Bioteenologia dc Cuba (Herrera eL al.. 1991 í. Metodolócicamente-,
este sistema es casi tan sencillo de manejar como E. col! y tiene ventajas
adicionales sobre este procariota. como la de llevar a cabo diferentes
modificaciones postraduccionales. Además, es más rápido, fácil y economico
que otros sistemas encariotas, como el dc baculovirus. o el dic Socchoromyccs
cerevzs¡oe y suele dar mucho mejores niveles de expresión. En este sentido,
aunque las manipulaciones geneticas y moleculares que se necesitan son muy
similares a las de Sc cchorornvccs ccrevisoe, suelen obtenerse rendimientos
entre 10 y 100 veces mayores.
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Pichio posroris es una levadura metilotróftca. Representa tino de los
cuatro géneros que reúnen esta característica, siendo los otros tres Condido,
Honsenulo y Torulopsis. Por tanto, es capaz de metabolizar metanol como
fuente única de carbono. Este detalle es muy importante, pues en él se basa
todo el sistema desarrollado. El primer paso en la metabolización del metanol
es su oxidación a formaldehído. proceso que lleva a cabo la alcohol oxidasa.
El gen que regula la expresión de esta alcohol oxidasa. AOXi (Ellis et al.,
1985), se encuentra muy estrictamente regulado. En ausencia de metanol, los
niveles basales de expresión son ínfimos, y se produce una gran cantidad de la
enzima al añadir el metabolito; de forma que, usando metanol como única
fuente de carbono, la alcohol oxidasa puede llegar a representar más del 30%
de toda la proteína soluble presente en Pie/i/o postoris (Couderc y Baratti,
1980). La expresión del gen ÁOX} se controla a nivel de la transcripción. Esto
es así hasta tal punto que en presencia de metanol el 5% del mRNA total
presente en las células corresponde a la alcohol oxidasa (Cregg y Madden,
1988). Este control se ejerce según un mecanismo mixto de
represión/desrepresión, de forma que no es suficiente la ausencia de un
catabolito represor (glucosa, por ejemplo) para que haya expresión
significativa, sino que además es necesaria lapresencía del inductor, el metanol
en este caso (Tschopp et al., 1987a).
Estas propiedades del metabolismo de P. postoris son las que han sido
utilizadas para diseñar el sistema de expresión que nos ocupa. Así, se utiliza
como huésped la cepa GSI 15 (Creg.g et al., 1985), que tiene un defecto en el
gen de la histidinol deshidrogenasa (/JJS-4) que le impide crecer en medios
mínimos, si no se le suplementa His. Los vectores de expresión utilizan esta
característica al incorporar el alelo correcto de este gen, además de los
extremos 5’ y 3’ del gen ¡lOA? (véase el apartado de materiales). El fragmento
del extremo 5’ es de unos 1000 ph, y contiene la región promotora dcl gen. De
esta forma, sí sc inserta el gen foráneo en la posición adecuada, se obtiene una
construecion en la cual queda bajo el control dc dicho promotor (Romanos et
al., 1992). Una vez que se introduce en P. postoris (35115, sólo crecerán en un
medio mínimo carente de 1-Jis aquellas cepas que hayan incorporado el gen
H184 que porta el plásmido. Si además se ha integrado adecuadamente, el
fragmento flanqueado por los extremos del gen ¡lOA’!, que contiene el gen
foráneo, reemplazará al gen de la alcohol oxidasa, de forma que estas cepas no
podrán crecer en un medio mínimo que incorpore metanol como única fuente
de carbono.
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Figura lO: Mecanismos de recombinación para la integración dcl vector de expresión en el
loctfs -¡OX] de 1’. /)ÚtS’IOKLS (tomado del manual de Invitrogen). A: Insercion de un plásmido
circular por recombínación simple. produciéndose tina dupí icación del gen. B:
Reemplazamíento génico por reconíhinación doble. lavorecido por cl fragmento 1 inca] con
extremos recombinantes: esta es la estrategia que sc ha títi ¡izado.
Este tipo de construcciones se han empleado para producir proteínas,
tanto intraeclularmente como por secreción. En este segundo caso. se utiliza un
vector que permita fusionar el DNA foráneo con el dcl péptido señal de una
proteína extraceltilar de Pichio (Tschopp et al.. 1987b), o bien se utiliza un
DNA que codifique una preproteina etiyo péptido señal sea reconocido por la
levadura (Yanada et al.. 1994; Clare et al., 1991b). Todo ello ha permitido
expresar y producir muchas proteínas algunas de ellas en altísimas
concentraciones (tabla 7).
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Tabla 7: Algunas proteínas heterólogas producidas en Pie/ile pastoris
.
% de Cantidad
Modo proteína (gil)
20 ND
25 80
3 0.30
Proteína (organismo)
3-galactosidasa
Factor de necrosis tumoral (TNF)
Antigeno <le superficie de la hepatitis
13
Referencia
Gregg et al,. 988
Digan eral.1989
Cregg et al~ 1987
Superóxido dismutasa (SOD)
lnterleukina~? humana
Fragmento C de la toxina del tétanos
Pertactina (P69)
1 n y erf Osa
2 0,75
1 30 4.0
27 12
1 10 3.0
5 80
Liso-zima bovina 5 60
[¡sozima humana 5 ND
Albúmina de suero humano 5 Nt)
Factor de crecimiento epidérmico 5 80
(PUF) humano
Faefor dc crecimiento epidérmico 5 80
FUI-) dc ratón
Factor- 1 dc crecintento análogo dc 5 ND
la insulina, humano
lnterleukina-2 humana 5 ND
Análogo de la aprotinina 5 ND
Inhibidor dc la prateasa de Krfnirz 5 ND
tíefatina ny> hídroxilada 5 N O
Catepsina E humana 5 ND
1: intracelular: 5: secretada.
Nt): no disponible: IT: deteetable sólo por inmunorransfereneia.
Si no hay referencia, consultar Cregg et al., 1993.
0.30
0,70
4.0
0,50
clare etaL. 1991
Romanos et al.. 1991
Tschopp ct al.,
1987b
Digan et al.. 1989
Jkegayaet al.. 1997
Siegel et al., 1990
0,45 Clare et al., 1991
0,50
1.0
0,80
1,0
4.8
FI,
vedvick ct al,, 1991
Wagner et aL, 1992
Worten ci al.. 1999
Yamada et al., 1994
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OBJETIVOS
El estudio de las relaciones estructura-fUnción de las ribotoxinas
fúngicas es el objeto principal de estudio de esta Tesis, enmarcada en la línea
de investigación de nuestro grupo. Las ribotoxinas pertenecen ala superfamilia
de las ribonucleasas microbianas extracelulares, encabezada por la RNasa TI -
Habrian evolucionado a partir de un gen de esta superfamilia, adquiriendo
fUnciones más especializadas, localizadas todas ellas en una estructura
relativamente pequeña, y que les confieren su citotoxicidad: la exquisita
especificidad de sustrato. dirigida a un solo enlace del ribosoma, y la capacidad
de entrar en las células atravesando membranas lipídicas, que es donde reside
la selectividad de la acción citotóxica.
Un primer objetivo de la Tesis se planteó dentro de esta hipótesis
evolutiva: estudiar la extensión de las ribotoxinas entre los hongos
filamentosos, intentando estudiar asimismo las relaciones evolutivas que
pudiera haber entre ellas y con las ribonucleasas no citotóxicas, su posible
evolución y cómo habrían ido adquiriendo los elementos que les permitieran
adquirir las fUnciones, específicas
Entre estas fUnciones, nuestro arupo había estudiado con detalle la
capacidad dc la u-sarcina para atravesar membranas, una de las propiedades
exclusivas de las ribotoxinas respecto al resto de la superfamilia, obteniéndose
importantes conclusiones, Sin embargo, el grupo se había ocupado menos de
otra cuestiones, que han sido también objetivos de esta Tesis.
Se ha estudiado su mecanismo de producción y secreción. Para ello, se
ha abordado la donación y producción heteróloga de la a-sarcina en un sistema
cucariota fiXeilmente manipulable y suficientemente parecido al género
Aspergí//ns, optando por la levadura metilotrófica Pichic¡ postoris. De esta
forma, se ha podido estudiar eJ procesamiento del precursor de la u-sarcina, así
corno el papel de sus distintas formas,
Como el mecanismo de secreción debe ser común a otras toxinas
proteicas en los hongos Aspergí/li, también se planteó estudiar la producción
y secreción de otra de ellas, 1-a proteína antiffmgica (AEP), para lo cual había
que llevar a cabo, además, una caracterización detallada de este polipéptido,
que estaba muy poco estudiado.
42 Objetivos
Las caracteristicas estructurales que confieren a la u-sarcina su
actividad ribonucleolítica apenas se habían caracterizado hasta la fecha, pues
simplemente se había asumido su similitud con la RNasa TI. Sin embargo, la
especificidad de las flínciones de las ribotoxinas hacia interesante estudiarlo en
detalle para ver las diferencias que pudiera tener con el de las RNasas no
citotóxicas. Han convergido en este estudio distintos trabajos: la producción de
formas mutantes en hischerich¡o cdi, la opumtzacíon de un ensayo
cuantitativo, la resolución de la estructura tridimensional mediante RNIN y la
determinación por la misma técnica de los pK1 de los residuos innizables. Estos
dos últimos aspectos no han sido objeto del trabajo de esta Tesis, pero los
resultados obtenidos por el Grupo de RMN del lnstituíto de Estructura de la
Materia (CSIC) han sido clave a la hora de interpretar los presentados en esta
Memoria.
Por último, se ha iniciado la comparación directa, siempre dentro de la
perspectiva de la relación estructura-funetor, entre las ribotoxinas y las
ribonucleasas microbianas no cítotoxtcas. Lo que se pretende, en definitiva~ es
delimitar con exactitud los elementos responsables-- de las Funciones especificas.
Para ello, se pretende obtener proteínas quiméricas hibridas entFe las
ribonucleasas no citotóxicas y las ribotoxinas. Esto se podria hacer con la
RNasa TI, la más estudiada, pero es mejor hacerlo con otra ribonucleasa mas
cercana en su estructura a las ribotoxinas, la RNasa U2 de (k/i/atzú
sphúcrógenú. Por tanto, se ha abordado la donación de su gen y la produccion
heteróloga de esta proteína en sistemas en Los que se pudiera manipular
fácilmente y obtener, en un fUturo próximo, formas frutadas y quiméricas de
esta proteína y-de las ribotoxinas concretamelite en I-iivchcrichía tUi y PicA/a
pUSbits -
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MATERIALES
1.- Microorganismos
Cepas de Eseherichia adj
Cepas para la manipulación del DNA
DI-ISaF’: E’ cnt/Al hsdRl7 (r+ rn1J supE44 1/1-1 recA
A(/acZYA-orgE~ U169 deoR [~80 doc áQacZ) MíS]
H B 101: E- A(gpl-proi) 62 /euBÓ supE44 uro- 14 gu/K2
rpsL2O (StO xy/-5 rnt/-1 recAl3
1 gyrA (NaIR) rdA 1
¡oc >‘1 A<;ncrC—n y)
TG1: E’ /roD3ó ¡ocí.> A(/acZ) MIS proA B±/supf4iA(h.s-dM-mcrB)5 (Q m><McrB9 thi A(íoc-proAB)
INVaF’ ~ cnt/Al hsdRli (r~mj) s-upE44 thí-l gyrA96 te/Al F8O/ocZAMl 5
A(/ucZYA-orgi) U169 >0
Cepas para la expresión de genes plasmídicos
BL2l(DE3): E’ o,npt [ion] /zxd
5 (r~ m~, cepa tipo E de E.
profago 2< que contiene el gen de la RNA polimerasa de Ti.
cok) con DE3,
.1A221 F AsiR /acYIeuIJ trp/iS recAí
RB791: W3 líO iocP LS
W31 lO: LAIVF IN(rrnD-rrnff)l rph-I
Cepas para mutagénesis dirigida por oligonudeotido
BW313: EfKL 16 po¡’
45 [lysA (61-62)] dial ungí tAu re/Al
IGl 7 F’ ftafJ3ó ¡oc!” ¿(/ocZ) MIS proA *B/su/< =(hsdM-rncrB)5(6 <
Mcrff) tAj ¿(loc-proiB)
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Cepas de PichiapastorL4
Se ha usado la cepa (35115 (invitrogen, Inc), que presenta una
mutación en el gen MIS] (genotipo Aís-O, que codífica la histidinol
deshidrogenasa, una enzima implicada en la biosíntesis de histidina. Esto
permite transformarla con plásmidos que conten”an una copia correcta de
HIN]. seleccionándose los transformantes en medio minimo carente de
histi dina -
Asmfsmo. se han usado dos cepas, que proporciona invitrogen, y que
son producto de la transformación de (38115 con sendos vectores que
incorporan genes heterólogos. Una de ellas, de fenotipo 1-11< Muí produce
albúmina extracelularmente, La otra, de fenotipo His Mttj produce
[3-galactosidasaintracelularmente. Ambas se usan como controles, tanto para
la determinación del fenotipo N’lut, como para la producción de proteínas.
Hongos filamentosos
Producción de a-sai-cina y AFP
Se ha usado la cepa MDLI 18894 deA.sperg///us gigonicus, suministrada
en el año 1988 por el Dr. Y Endo. de la Universidad de Ehime (Japón).
Detección de ribotoxinas
Principalmente. se han usado cepas del género Aspe¡gíl/us. Estas, así
como las de otros géneros de hongos filamentosos relacionados, se detallan en
la tabla 8, donde también se especifica su oreen
Las cepas se crecieron en placas de PDA a partir de esporas congeladas
o conservadas en ccl de sílice, o de cultivos en agar cubiertos con aceite de
vaselínw Las cajaeterísticas morfológicas de las- distintas especies fUeron
comprobadas por la Dra, 3 arbara Dilí, del !)eportnw¡i/ ql AJí¿-ro/ño/ogv onU
hnn-n’no/ogv de la tJn¡ve¡s¡¿v ¿¿1 Br//isA Co/ion/ño (Vancouver. Canadá).
Cepas de t-Vilaga
Durante mi estancia en el laboratorio del Dr. Julían Davies. en
Vancouver, se pidió la cepa .4TCC 12421 de Ustí/ogo s/)Aocrogeno Burrilí a
la l~ropia ATCC. Esta cepa es la misma que utilizaron Rushízky etal. (1970)
cuando describieron la purificación de una ribonucleasa, que coincidía con la
RNasa U2 purificada por Arima et aL (1 968a) De esta cepa se extrajo el DNA
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Tabla 8: Cepas de hongos filamentosos utiliza-das.
Cena Orwen
Ti 1 1 spei-gillzrt tznzanteí¿s MDH 18894
106 spe¡ gil/ns ~ganteus NRRL 10 2
108 Áspercullus giganteas NRRL 178<) 2
4tO 4 -tsperg¡llus giganteas NRRL 4763 2
NO a 5 4 ~pcr ¡lías víridimítan.s- -,
NOI 6 -Isperg¡llus famígatus 3
MS 7 .4.sperg¡llus sp. 4
A09 8 4 spergillus’ sp. 4
JIS ) lspcrg¡llusj¡sche-ri 3
114 lO ÁspenzWus res-trw/ru PV[D¡-{ 13462L 3
.12 1 tI 1 spergíllu s glú-uc-u.s- 3
NO? 12 ‘Ve o.s-artorva glabra 3
JiS 13, Asperg¡lltís niclulaus (CS2008) ó
122 4, Aspergillus flavas 3
109 15 >lspergill-us orvzae NRRL 447 2
JI? 16..Ás níger 3
JI t 17. A.spergillus al-utaceus NRRL 398 2
.120 18 -4 sperc’ílías terrc’us 3
NO2 19 lIe;-nícarpenteles acaí-íthosporu.s 3
PS? 20 Penicílliu;n notaturn 4
l’6 1 2 t ¡ cn¡cill¡mo-n ira/scart> 4
Origen: 1 don tulon del Dr, Yaeta Ludo a nuestro laboratorio -
2 aportaufon cíe la NRRL al Dr. julian Daxdes (UBC. Vancouver, Canadá).
colucucon particular <le] Dr. iJulian Davies -
4. colección particular dc la Dra.. f3arbara. Dilí (IJI3C - Vancouver Canadál
genómico y el RNA con el que se sintetizó el cDNA. Esta cepa se creció en
PDA y se comprobó que su morfología era la habitual en un hongo tJstilago
con la ayuda del Dr. James Kronstad, de la UBC. Ya en Madrid, se pidió al
CES la cepa CBS 534.71, que es equivalente a la ATCC 12421. De esta cepa
se purificó la RNasa LF2 silvestre que se ha estudiado.
El Dr, Kronstad suministró una cepa de U. maye/ls de la colección de
la UBC que, simplemente, se usó en algunos experimentos como control de los
realizados con U sphaeroge¡-ui.
2.- Vectores plasmídicos
Vectores para la manipulación del DNA
pUCLS y pUC19; Estos vectores se utilizaron para la simple donación
genes y su secuenciación, Las secuencias de hibridación de losde
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oligonucicótidos de secuenciación [Universal Ml 3 (-20). MI 3 (-40) y Reverse
se encuentran flanqueando el sitio de cionaje múltiple. Contiene el gen
que confiere resistencia a ampicilína. y el gen (le producción. de (1—lactamasa,
que permite la hidrólisis del X-Gal para la -selección por color de las colonias.
Sólo se diferencian en la orientación de la zona de multiclonaje.
•MCS ~MCS
pUC18/19<MBL1S(+) AmPQ •0o
kb 2,7 kb
por,
7
Figura Ii: Plásniídos uolwados para la m-anípulacion de DNA. MCS: sitio de multiclonate.
E: origen de replicación del Ligo FI.
pCR2.i: Este vector se ha utilizado para donar fragmentos de DNA
obtenidos poi- PCR, ;unto con el «Original 11-4 clonmg kit» de- Invitronen. El
plásmido viene linealízaclo y con extrctnos con tin residuo cíe timina
protuberante en 3’. De esta forma, como algunos dc los fragmentos de PCR
producidos en una PCR con la polimerasa ?Yq presentan una adeuostna
protuberame en 5’, se facilita la hibridación y 1 alacian con el vector asi
preparado.
pEMBLlS(+): Este vector se utiliza para la obtención del ssDNA, ya
que contiene un sitio de inicio de la replicación para el fago El (ori El>. Esto
permite realizar con este plásmido los ensayos de mutagénesis dirigida por
oligonuelcótido. porque se puede obtenerel DNA correspondienteen forma de
cadena sencilla. Además permite detectar la mutacian por secuenciacion, va
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que flanqueando a lazona de multiclonaje posee secuencias de hibridación con
los oligonucícótidos habituales de secuenciación.
Vectores para la producción dc proteínas en E. adj
pINIIIOmpA2: La serie de vectores piNlílOmpAutilizan un promotor
de fusión entre los de/pp y loe, inducible por IPTG,junto con el gen represor
loe! ~Ghrayeb et al.. 1984). Además, incorporan la secuencía señal de la
proteína extracelular OmpA de E. col!, para así secretar la proteína fusionada
al espacio periplásmico. Se ha usado para producir de esta forma la RNasa U2.
pINPG: Este vector es una modificación del vector piNilIOmpAl
(Ghraveb et al., 1984), construido por el Dr. J.L. Barbero (Pharmacia). En este
vector, los aminoácidos Val 18 y Gín 20 del péptido señal de la proteína OmpA
han sido sustituidos por Ser y Leu, respectivamente. Se ha utilizado para
producir la u-sarcina en cl espacio periplásmico, con este vector únicamente
(Lacadena et aL, 1994) o combinado con pT-Frx, un plásmido que produce
tiorredoxina. lo que permite aumentar la producción de proteína correctamente
plegada (García-Ortega et al., 2000).
P
Ba,nHi
1’ AmpAmf (‘NHiOmpA2
b
5,7kb — kb
a> 4
nr! nr
PS
areO
Tet
Figura 12: Plásmidos utilizados en [a producción de proteinas en E. cok. PS: péptido señal.
p5*: péptido señal de OmpA modificado, It promotor. MCS: sitio de multiclonaje. mitog.:
mitogilina.
pINPG
en
on
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pETI Ib: Los genes que se donan en los vectores pET se encuentran
bajo el control del promotor del bacteriófaco T7 y de las señales de traducción
propias de este mismo fago (Rosenberg et al,. 1987). De esta formase elimina
prácticamente a existencia de expresión basal, especialmente durante las Ibses
de clonaje, que se pueden hacer en células que no producen la RNA polimerasa
del Ligo 17. Para producir la proteína, se utilizan cél Lfla-s que incorporan el gen
de esta polimerasa en el cromosoma. bajo el control de un promotor loe, lo
qaue permite inducir la expresión con IPTG En este caso, se ha utilizado para
la producción de u-sarcina. incorporando también la secuencia señal de Ompá
modificada, proveniente del plásmido plNPGo.S (Lacadena et al , 1994 y 1999)
pING3522- Este vector fue preparado por Better el aL (¡992) para
producir mitogilina. La expresión se controla por el promotor de oraR ‘yeí gen
regulador o¡-oC ~, ambos de AoIn-,one/io /vphímui-ínm. inducibí es con arabinosa.
Para conseguirla secreción al exterior bacteriano, la proteina se fusiona con el
péptido señal de una pectato liasa lpe/B) de ]irwír¡ío caro/ovoro. Se ha
utilizado para producir RNasa U2 en el medio de secreción, sustituyendo
mediante PCR la secuencia de 1-a mitogilina por la de la RNasa U2.
Vectores para la producción de proteínas en Y. /)tIStOr¡N
Sc han utilizado los plásínidos pl-HLD2, pHJLS 1 y pPIC9 (Invitrocen),
como vectores para la integración en el nenorna de/l pas/oris de las secuencias
de los genes a expresar (figura 13). Son plásmidos con secuencias de
autorreplícacion de 16 col! y un gen que confiere resistencia a ampicilina, lo
que permite preparar las construcciones de DNA y donarías utilizando esta
bacteria Tienen la región promotora y la de terminación de la transcripción
(TT) del gen AÚN], entre las cuales está el sitio de clonaje, lo que permite
coLocar el gen a expresar bajo el control de dicho promotor. Incluyen también
una copia completa del gen MIS], que es el que se utiliza para seleccionarlo al
transformar cepas his] de 1>, pus-torís Este gen está insertado en la zona 3’ del
locus ¡lOA], lo que permite que todo este cas-set/e de expresión se pueda
integrar en el genoma de E. pc¡storís en dicho [ocus mediante una doble
recombinación, lo que se facilita por los sitios de restricción colocados en los
extremos de este cas-selle.
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Figura 13: Vectores de expresión en P. pasúor¡s (tornado del manual de Invitrogen). Las
caracter>sticas se explican en el texto. 8 representa la secuencia señal o lider en pl-Hl-Sl y
pPIC9. respectivamente.
Tienen características adicionales que los diferencian, además de los
distintos sitios de restricción que se pueden utilizar:
- pIIILD2 y pHILS 1 tienen un origen de replicación para el fago fi, lo
que permitiría la producción de DNA de cadena simple del plásmido,
- pHILS 1 incorpora la secuencia señal de la fosilitasa alcalina, lo que
permite la producción extracelular de la proteína heteróloga.
- pP[C9 incorpora la secuencia líder (secuencias señal y pro) del factor
u de apareamiento de Soccharomyces cerevisioe, que también permite la eficaz
secreción de la proteína heteróloga a producir.
3.- Medios de cultivo
Cultivo de E. cdi
LII (Sambrook etal., 1989),con-to medio general para el mantenimiento
de cepas y purificación de plásmidos a pequeña o gran escala. Asimismo se
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utilizó en determinados ensayos de producción de u—sarcina. Este medio
contiene 10 g/l de triptona bacteriológica. 5 gil de extracto de levadura y 10 gil
de NaCí. El pH se ajostó a ‘7,0. Para prepararlo corno medio sólido sc añadieron
15 g/l de agar. Para la selección de tranformantes (le it. cotí resistentes a algún
antibiótico, seañadió éste a la concentración estándar recomendada (Sambrook
et al.. 1989),
VI (Sambrook et al.. 1989), sc utilizó para el crecimiento de cepas de
16 cali destinadas a la obtención de -ssDNA. Es un medio más iico que el 1.8
y contiene 16 g/l de triptona bactei-ioló ica, lO g/l de extracto de levadura y 5
g/l de NaCí, a lo que se añaden, tras autoclavar, 2 g/l de glucosa esterilizada
por filtración.
Medio mínimo (Sambrook et aL, 1989). se utilizó para la produccion
de u-sarcina recoínbinante y de diferentes formas mutantes Este medio
contiene 11)0 tnl/l de la mezcla de sales MO (Na-UPO> 30 g/l, Kl ¡PO4 15 gIl,
NaCí 2,5 g/l, NHJCI 5 gil, pH 7,4. Saírbtook et al - 1989), MgSO4 1 mM,
glucosa 0.2% (pív) ~ CaCE 0.01 mM.
Medio de triptona (TU), se ha utilizado para la producción de RNasa
U2 utilizando el plásmido pINGL’2 en las células W3 líO. Contiene 5 g/l de
NaCí y 1 0 g/l de triptona.
9’ Iiroth. se utilizó para la obtención de células competentes de /6 cali
‘y su posterior transformación con DNA plasmidico. Contiene triptona
bacteriológica 2% (plv), extracto de levadura 0,5% (piv). MgSO4 0,4% (pív)
y KCI 10 mM. El pH del medio se ajusto a 7,6 utilizando KOH 4 M.
Cultivo dc Y. pastoris
Los medios utilizados para el cultivo de la levadura JWc/uío pasiorís,
según la finalidad de cada uno, fueron:
Crecimiento y selección de recombinantes
YPD (1 litro» lO g de extracto de levadura.
20 g de peptona,
2 g de D-glucosa,
20 o de agar (para medio sólido).
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NiD (1 litro):
ami noacidos,
1,34 g de base de nitrógeno para levaduras, sin
4 ~g de biotina.
2 g de 1)-glucosa,
15 g de agar (para medio sólido).
MM (1 litro): 1,34 g de base de nitrógeno para levaduras, sin
aminoácidos.
4 ~g de biotina,
500 al de metanol,
15 g de agar (para medio sólido).
Producción de proteínas
BNIIGY (1 litro): 10 g de extracto de levadura,
20 g de peptona,
1 ml de glicerol,
1,34 g de base de nitrógeno para levaduras, sin
aminoácidos,
Mg de biotina,
0,1 M fosfato de potasio, pH 6,0.
BMMY (1 litro): 10 g de extracto de levadura,
20 g de peptona,
500 M’ de metanol,
1,34 g de base de nitrógeno para levaduras, sin
aminoácidos,
4 pg de biotina,
0, 1 M fosfato de potasio, pH 6,1).
BMG (1 litro), 1 ml de glicerol,
1,34 g de base de nitrógeno para levaduras, sin
aminoácidos,
4 Mg de biotina,
0,1 Nl fosfato de potasio, pH 6,0,
BIVIIVI (1 litro). 500 M1 de metanol.1,34 g de base de nitrógeno para levaduras, sin
amínoacidos,
4 ~g de biotina,
0, 1 M fosfato de potasio, pH 6,0.
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N1G (1 litro): 1.34 g de base de nitrógeno para levaduras,
4 ~g de biotina.
1 ml de gliceroh
MM (ya descrito)
Todos los cultivos se hicieron a 30 0C. En caso de medios líquidos se
sometteron a una agitación suficientemente fuerte como para conseguir una
adecuada oxigenacion.
Ferm entael óu
BSM (1 litro) 26,7 ml de H
3P04 85%
0,93
18.2
g de CaSO4-2H~O,
a de K~SO4,
14,9
4,13 g de KOH,
de MgSO(7H,O.
40,0
SmI
de glicerol
de PTM1 con biotina.
PTM1 (lOO mí), solución de elementos traza con biotina:
0,6 g de CuSO;5HO,
80 mg de Kl.
0.3 g de NtnSO4ltO.
20 mg de NaNloD>21t0,
20 mg de H3B03.
50 mg de CoCí-,.
2 o de /,nCl,.
6,5 g de FeSO>7H20,
20 mg de biotina.
0,5 ml de ¡-USO>.
Cultivo de hongos filamentosos
Para su mantenimiento, se ha utilizado caldo de dextrosa y patata
comercial (PDB), suplementando con agar a 15 gil para los cultivos sólidos.
denominándose entonces agar de dextrosa y patata (VDA).
En el caso de Aspergí/Ns gígonteu.s-, también se ha mantenido en un
Na,HP0412H,O 1 g/l,medio sólido conteniendo agar 15 g/l. N aNO, 2 el,
Mg-S01-iH 20 0,5 <Sl, FeSO4 0,01 g/l, KG 0,5 g/l y sacarosa 20 g/l.
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Para la producción de ribotoxiras y AFP, se ha utilizado el medio
liquido descrito por Olson y Goerner (1965). que contiene peptona 2% (p/v),
almidón de maiz 20o (p/v), NaCí 0,50 o (p/v) y extracto de carne de vaca 1,50 o
(p/v).
Cultivo de Ustilago spliaerogena
Este organismo se mantuvo en medio de patata y dextrosa (PDA y
PDB), en el que también se realizó la extracción de DNA genómico. La
producción de RNasa U2 y la extracción de RNA se realizaron en el medio
descrito por Arima et al. (1968a), al que se denominó «medio Ustílogo» (Mt),
compuesto por los siguientes componentes (en p/v):
2% glucosa (se preparó aparte, esterilizándola por filtración)
0,2% glicocola
0,05% K,HPO43H20
0,05% KHSPO4
0,010o MgSO;7H20
0,01% KCI
0,01% CaCI.2H-,O
4.- Soluciones de uso general
CI: soluciónde cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), saturado con TE,
PUS. NaCí 0.14 M, KCI 2,7 mM, KI—1,P04 1,5 mM y Na9HPO4 8,1
mM.
PCI: solución de fenol:eloroforrno:alcohol isoamilico (25:24:1),
saturado con TE.
TAE lx: Tris-acetato 0,045 m,N-t, EDTA 0,001 Ni pH 8,0.
TBE h:Tris-borato 0,045 raM, EDTA 0,001 M pH 8,0.
TE. Tris lO mM, EDTA 1 mM, pH 75-8,0.
Tampón de aplicación 6x (electroforesis de DNA): azul de
bromofenol 0,250 o (p/v), cianol de xileno 0,250 o (p/v) y glicerol 300o
(y/y).
Tampón de aplicación lx (electroforesis de proteínas): Tris 50 mlvi
pH 7,6, EDTA 2 mM, SDS 1~o (p/v), glicerol lOQo (y/y) y azul de
bromofenol 0,020 o (p/v).
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METODOS
1.- Conservación de cepas
Hongos filamentosos
Las cepas de hongos filamentosos se conservaron de dos formas. En
muchos casos, simplemente mediante cultivos en agar, en tubos inclinados,
cubiertos con aceite de vaselina y a temperatura ambiente. Para aquellos que
esporulaban (casi todos), también sc recogieron suspensiones de esporas que
se secaronen gel de sílice. De esta forma, al echar algunos de los trozos de gel,
con esporas adsorbidas, en una placa de medio con un poco de agua, vuelve a
crecer el hongo.
E. cvii
Las cepas de E. col! se conservaron congeladas a -80 0C, en presencia
de glicerol aproximadamente al 25% (y/y). Para ello, a 1 ml de un cultivo en
medio con la correspondiente selección, crecido durante una noche, se le
añadió 0,5 ml de glicerol al 809o (y/y). Para volver a crecerías, se siembran en
una placa de LB con presión de selección.
P. pastoris
Para conservar las diferentes cepas de Pichio pastoris, éstas se
congelaron a -80 0C. Para ello. se recogieron las células de 1 mi de cultivo y
se resuspendieron en medio YPD conteniendo un 15% o un SO0o de glicerol,
en un volumen adecuado para obtener una ~ entre SOy íOO. Conservadas
de esta forma, las células sc mantienen en perfecto estado. Esto se hizo tanto
con la cepa (35115 original, como con los controles de expresión y con las
cepas recombinantes. Para volver a crecer las cepas así congeladas, el primer
paso fue sembrarlas en una placa de YPD (cepa (35115)0 dc MD (cepas Hisú.
U. sphaervgena
La cepa de U sphoerogeno se mantuvo mediante sucesivos sembrados
en placa de cultivo con PDA, ya que no se ha podido desarrollar un protocolo
de congelación adecuado.
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2.- Aislamiento de DNA genómico
De hongos filamentosos
Para aislar el DNA genómico de los distintos hongos filamentosos se
crecieron cultivos líquidos de 100 mIde PDB. inoculados con suspensiones de
esporas tomadas de cultivos en medio sólido. En el caso de bongos que no
esporularan, se inocularon con abundante micelio. Los cultivos se incubaron
a 30 0C con agitación durante una noche. 1/na vez obtenida suficiente cantidad
de micelio, éstos se filtraron y secaron con toallas de papel. machacándolos en
un mortero con nitrógeno hc
1mdo. Unavez pulveri7.ados. se resuspendieron en
6 mIde tampón Tris-l-iCI 200 mM pH 8,5,NaCI 250 mM. LDTA2S nfVI. 51)5
0.5% t~~)- calentando a 65 C, durante lO minutos. De esta forma, se produce
la rotura cíe l.a pared celular y de la membrana, como consecuencia cid choque
osmótico producido por la sacarosa. y por la acción dcl SDS. Este proceso se
ve acelerado por la temperatura. Las muestras de DNA genómico se
desproteinizaron y deslipidizaron mediante sucesivas extracciones con PCI }
lavado con Cl (a este proceso se le llama «fenolización» en el resto de los
métodos descritos a continuación). El ON \ genón9ico se precipitó. a
temperatura ambiente, con 1/10 (y/y) de NatO ú M pH 5,2 y 0.6 volúmenes
cíe isopropanol. lavándolo con etanol al 70% ~ dejándolo secar al aire en una
campana de flujo laminar. 16-1 DNA cenónuco piccipitado se disolvió en 600 M1de. FE. Para el eliminar el RNA contaminante sc anadió un. paso de incubación
con 10 M1 de RNasa A (25 mg/mí). durante 1 ha 37 0C, tras lo cual se tbnolizó
x se precipitó igual que en el paso anterior. Los DN.á secos se resuspendieron
etí 600 M1 cíe IB. y se nuardaro u congelados a —20 fi’. [.-aconcentracton y
pureza del DN
1-\. se cale LII aron a partir de su A,>~. cíe la relaciój A>, tA~ <~
mediante la realización dc una electrotbresis en gel de agarosa.
De ¡‘¿ch/a pastoris
Con el objeto de determinar la- presencia dcl gen dc la pre—o.—sarcína en.
el genoma de las- cepas transformadas. se alsió éste según el protocolo cíe
Hoffman y Winston (1987) paraS. cereviskw. Paraello se inocularon lO mt de
YPD con células de las cepas cuyos gen omas se querían obtener, creciéndose
a 30
0C hasta saturación (dos días). Las células se recogieron por
centrifugación a 2500 g, durante 2 miii y se resuspendieron en 0,5 ml de agua.
Se pasaron a un tubo de microfuga. centri lugúndose en ésta. LTna vez decantada
la mayor parte del sobrenadante. se agitaron los tubos para resuspender las
células en el líquido residual. A esta suspensión se le añadió 0.2 ml cíe solución
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detergente (2% Triton X-100. lOo SDS, 100 mM NaCí, 10 mM Tris-HCI pH
8, 1 mM Na,EDTA), 0,2 mIde PCI y 0,3 mIde bolitas de cristal, de 0.5 mm de
diámetro, lavadasen ácido. Estamezcla se agitó en vórtex durante3-4 minutos.
Después de la agitación se le añadió 0,2 ml de TE (pH 8) y se centrifugaron 5
mm en microfuga. Se separó el sobrenadante de los restos celulares y se
precipitó el DNA añadiendo 1 ml de etanol. Se centrifugó durante 2 mm y el
sedimento se resuspendió en 0,4 ml de TE, al que previamente se ¡tabla añadido
3 M1 de RNasa A (10 mg/mí). Se incubó durante 5 mm a 37 0C y se precipitó
el DNA añadiendo 40 M1 de solución salina (4 M LiCI. 0,1 Nt MgCl
9) y 1 ml de
etanol a -20
0C. Se centrifugó a 4 0C, durante 2 mm, y se secó el DNA
sedimentado, resuspendiéndolo finalmente en 50 M1 de TE. El DNA asi
purificado secaracterizó espeetroscópicamente, calculando la relación AJJAJ
8Q
y la concentración (según la A,60).
De Ustilago sphaerogena
El DNA genómico de Ustilogo sphoerogeno se aisló siguiendo un
protocolo proporcionado por el Dr. J. Kronstad. de la Univer.s-!ty of Brit!sh
Columbio. l/na cepa de U ¡novd!s sirvió como control.
Se inocularon 50 ml de PDB en erlenmeyers de 250 ml con las cepas
de Ustiiogo, y se incubaron a 30
0C durante una noche. El micelio se recogió
por centrifugación (lO mm a 7000 g), tras lo cual se lavaron con 10 ml de agua,
volviendo a centrifugarlos en tubos Corex de vidrio de 25 ml. Al micelio se le
añadieron 2 g de cuentas de cristal de 0,5 mm lavadas con ácido. 5 ml de
tampón 0,5 M NaCí, 0.2 M Tris, 0,01 M EDTA, 1% SDS, pH 7,5, recién
preparado. y 2,5 ml de PCI. La mezcla se agitó en un vortex durante cinco
ciclos de 30 s. dejándola en hielo entre un ciclo y otro. Con esto se consigue,
en un solo paso. romper la pared celular, disgregar la membrana y
desnaturalizar y extraer las proteínas. La fase acuosa se separó por
centrifugación a 4 0C. y se fenolizó de nuevo. El DNA se precipitó con acetato
de sodio y etanol, resuspendiéndolo en 500 M1 de TE. Tras analizarlo en una
electroforesis en gel de agarosa, se vio que había abundante RNA, por lo que
se incubó con 10 M1 de RNasa A (25 mg/mí) durante 1 haB? 0C. y se repitió
la fenolización. Finalmente, se precipitó con acetato de sodio e isopropanol. El
DNA así obtenido se cuantificó por espectrofotometría y se analizó su
integridad mediante electroforesis en gel de agarosa.
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3.- Aislamiento de RNA
De U sphaerogena
El RNA total se aisló a partir del micelio dc U sphoerogcno según el
método de desnaturalización por isotiocianato de guanidinio (Chomczvsl-ri y
Sacchk 1987), para evitar la acción de las RNasas. pero purificando finalmente
el RN.A por ultracentrifugación en gradiente de CsCI (Sambrook et al., 1989).
El micelio se aisló en condiciones de máxima prodtcción de RNasa 122. lo que
se comprobó mediante las correspondientes medidas de actividad enzimatica.
Con un preinoculo de U sphoerogeno CI? medio PDB. se inocularon 2
erlenmevers conteniendo 50 ml del medio en el que se describió la producción
de RNasa U~ (Ariína et al.. 1 968a), al que se denominó «medio ¿‘sil/ogo»
(MU). y se incubaron durante 45 h a 30 0(7 ~ micelio se recogió por
eentriftígación (10 mm a SOOOg). lavándolo con agua tratada con DI/PC (30 ml
por tubo de centrífuga). El micelio recogido se pesó, y se añadió solución
desnaturalizante (isotiocianato dc t=uanidinio4M. citrato de sodio 25 mM,
0,5% laurilsarcosinato. pl-1 7.0) en piopoicion de 2 ml por cada 300 mg de
micelio. Se añadió además 5 M1 ch 9 mere iptoetanol v 1 ~ilde antiespumante
289 (Sigma) por cada ml dc solucton dcsn ituralizante. La mezcla se
homogeneizó en un «PoLtrón> tenso xústaoo se Labia dejado toda lanoche en
cloroformo, para evitar la presencí dc RNasas ‘~ microorganismos, tras lo erial
se lavó con anua tratada con DEPC). mediante tres ciclos de 20 s -siempre con
cuidado de que se formarapoca espuma Se centrifugó (10 niin a 3000 g), ~ se
descartó cl sedimento. El sobrenadante se aplico sobre tubos conteniendo una
disolución de CsCI 5,7 lvi. FDTA 0,01 Nl ti it td’t con Dl/PC (Sambrook et al,,
1989). La aplicación se llevó a cabo con una íerlnoa de lO ml con aguja estéril
de 25(3. para frat=mentarel DNA cromosomíco Se centrifugó en un rotor
SW28 (Beckman). durante 24 ha 25 000 rpni y 20 0C, tras lo cual se retiró con
pipeta Pasteur el licluido por la parte superior hasta 0.5 cm por encima dcl
menisco del fondo de los tubos. Se cortaron los tubos por encima del nivel de
líquido, con un bisturí calentado al rojo, y- se yació el resto con una pipeta
automática. El sedimento que queda en el fondo de los tubos es el RNA. Se
secaron volcándolosy golpeándolos contratoallas de papel, con cuidado deque
no se perdiera el RNA. Se lavó rellenando el fondo ele los tubos con 1 ml de
etanol al 75%. ‘y se vaciaron igual, dejándolos secar por completo, a
temperatura ambiente. LI RNA se disolvió entonces en 475 M1 de agua tratada
con DEPC. pasándolo a un tubo de 2 ml. Se precipitó añadiendo 30 M1 de
NaAeO 3 M. pIl 5,2. y 0.9 ml de etanol frío, y se dejó más de 30 mm en hielo,
en la cámara fi-ja. centrifugándolo después en frío durante 10 mm en una
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microfuga. Se lavó con etanol al 70%. se secó a temperatura ambiente, y se
resuspendió en 100 d de agua tratada con DEPC. El RNA así obtenido se
analizó, realizando un espectro de absorción y una electroforesis en gel de
agarosa..
Para conservarlo, se le añadieron 3 volúmenes de etanol y se guardó a
-80 0C, Cuando se quiso utilizar, se sacó y se le añadió 1/10 del volumen deNaAcO 3 M pH 5.2, dejándolo en hielo durante media hora y centrifugando
después. Tras secar el sedimento de RNA obtenido, se disolvió en la cantidad
necesaria dc agua estéril.
4.- Reacciones de amplificación por PCR
Se describen a continuación las PCR utilizadas para las aplicaciones
más específicas.
Detección de ribotoxinas
Con la idea de detectar específicamente la presencia de genes de
ribotoxinas en el genoma de los hongos filamentosos, se diseñaron en el
laboratorio del Dr. Julian Davies dos oligonucleotidos que se correspondian
con las secuencias más conservadas en los genes que se conocian antes de este
estudio. Estos oligonucleotidos son ¡<Ql (S-CCTCTYTCCGACGGCXACAC-
3) y KQ2 (5-GTTRGGATARCTRTAGATCACC-3). Con estos dos
oligonucleotidos se debería amplificar, si fueran iguales los genes, un
fragmento dc 273 pb. correspondiente a los residuos 38 a 128 de la a-sarctna
(figura 1t4).
Utilizandoestos oligonucleotidos se llevaron a cabo re-accionesde PCR
con todos los DNA purificados, mediante la estrategia de touchdown (Don et
al.. 1991; Roux y Hecker, 1997), cIne consiste en ir bajando sucesivamente la
temperatura de hibridación, por lo que se amplifican preferentemente aquellas
secuencias que hibridan mejor (a más alta temperatura) con los
oligonucleotidos. pero que a la vez permite que se amplifiquen secuencias que
hibriden en una amplio intervalo de temperaturas; de esta forma, las bandas
más especificas se amplifican mucho más que las menos especificas. En
concreto. se realizaron en un minicielador, tras una desnaturalización de 5 miii
a 94 0C. 30 ciclos de desnaturalización (90 s a 94 0C), hibridación (60 s
empezando a 65 y terminando a 50 0C, bajando medio grado en cada ciclo) y
extensión (120 sa 72 0C), seguido de otros 15 ciclos con la hibridación aSO
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0C:. Se usó la polimetasa Toq. E-l resultado de estas reacciones se analizó
mediante electrotoresis en geles de acarosa al 1.5%.
~KQ1ri
iic<i3A ~ ~,~rri AC-:Zá 3’ II TO’ L,A ,CLAAI A1 ¡ rfl A~ch?rrA 1
5arc1n~
g1a~0< -
<-ivtna
resorro.
31 00<.
sar-siria
Cii 931> -
Ziaví ma
r~strtc.
11111109.
hubiera ningún untrón.
cgcacgrccatcaa<[qcacgcccatCaaj
cgcacgcccCtCú~
agcacgcCCatCC~i
cgcacqcccatcaal
AA GCA2000CATCAA T,-c~IVAAA QA<TOtOLcOO-tC
230
AA TACCTGCTC.GAGflCUCeAC TI A AA
~<KQ2
Figura 14: Alineamiento de las secuencias de DNA de las ribotoxinas conocidas
anteriormente, marcando las secuencias de los oligos IKQI y KQ2 -
Obtención del gen y cDNA de la RNasa U2
Para detectar y amplificar el cen de la RNasa U2, se diseñaron dos
oligonueleotidos que sc correspondieran con regiones de los extremos de la
secuencia de la proteína madura, pero que no fueran muy degenerados. Para
ello, se utilizo utna tabla cíe utili-,’,acion de codones en los genes de U muye/ls
secuenciados. proporcionada por cl. Dr. 3. Kronstad, eligiendo los codones irás
frecuentes. Así. los oliaonuclcoticlos fueron los siguientes:
122-5: 5-ACC AAC TGC CCC CCC AAC GIS TA-3
1:2-3: 5- CCA CTG CGT O-AA CCC G1~C R/l’A-3’,
que corresponden a los aminoácidos 7 a 14 (íNCCiGNVY) y 107 a 113
(YDGViQC). y que permitían amplificar el fragmento que codificara para los
amínoacidos 7 a 113, por lo que se suponía una longitud de 318 ph, si no
En la PCR se utilizaron distintas cantidades del DNA obtenido, en
concreto 20 y ‘~ M1 de diluciones 1/20 y 1/2000. para un volumen final de
tccttgctQqagttccc
tacctgttg~a~ttCCC
tacct~ct~aa~ttccc
tacets~ct~gagttccc
tacctgetgQagttccc
reacción de 50 Ml. Laconcentración de MgCI-, fue 1.5 mM, xse usaron 50 pmol
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de oligonucleotidos, y 1 M’ de DNA polimerasa Toq, que se añadiójusto antes
de colocar los tubos en el tenriociclador precalentado a 94 0C. El programa
usado consistía en una desnaturalización inicial de 15 mm a 94 0C, 30 ciclos
de desnaturalización (90 s, 94 0C). hibridación (60 s, 60 0C) y extensión (120
s, 72 0C). seguidos de una extensión final de 8 miii a 72 0C. La temperatura de
hibridación era más baja de la que correspondía a los oligonucleotidos, con la
idea de compensar los posibles desapareamientos que pudiera haber en la
secuencia del gen con respecto a la de los oligonucleotidos. La purificación de
los fragmentos de DNA obtenidos, así como su secuenciación, se llevó a cabo
como se indica para la detección de ribotoxinas.
Para la síntesis del cDNA, se utilizó cl Moraihon cDNÁ omp4/icotion
kft de Clontech. partiendo de 5 Mg de RNA total. Siguiendo las instrucciones
del Idi. se sintetizó cDNA de doble hebra. Para la síntesis de la primera hebra,
se utilizó la transeriptasa inversadcl virus AMV, y un oligonucicotido con una
región oligo(dT) con dos nucleotidos degenerados en 3’, lo que hace que este
oligonucleotido hibride con la zona de inicio de la cola de poli(A). La síntesis
de la segunda hebra se realiza con una mezcla de la polimerasa 1 de DNA de
E. col!, RNasa H y ligasa de DNA de E. col!; además, se utiliza la polimerasa
de DNA de 14 para romar los extremos del cDNA de doble hebra sintetizado.
Para comprobar la presencia del gen de la RNasa ¡32 en el cDNA
sintetizado. se llevó a cabo una amplificación por PCR utilizando los mismos
oligonucleotidos, 122-5 y 122-3, empleados anteriormente. Los tiempos de los
ciclos fueron levemente distintos, para adaptarse a otro termociclador distinto
(Perkin-Elmer 2400). pero el resto de las condiciones eran similares. Como
control positivo de la amplificación, se utilizó el DNA genomíco.
La amplificación dcl cDNA para elonarlo en los diferentes vectores de
expresión se llevó a cabo con distintosoligonucleotidos, que hibridaban con los
extremos de la secuencia codificante, y que incorporaban los sitios adecuados
para insertarlos en los vectores apropiados para cadaestrategia de producción.
Estos oligonucleotidos fueron:
U2-5-So/l: 5’-dGTCGACAAAAGATGCGACATCCCTCAGTCCACC
AACTGCGGCGC>CAA-3’
122-5-Mjél: 5-dCAXfTGTGCGACAATCCCTCAGTCCA-3’
122-3-Noii: 5-dGCGGCCGCTTACGAGCACTGC~GTGAAGCCGTC
RTA-3’
U2-3-Bg/II: 5’-dAGATCTTTACGAGCACTGG&l’GAAGC-3’
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Tras la amplificación, realizada en condiciones estándarcon poí iinerasa
i=iq.los fragmentos se insertaron en el vector pCR2. 1 aprovechando los
residuos de adenina protuberantes en 3’, mediante el «714 clonhig kW> de
Invitrogen. Estos plásmidos se digirieron con las enzimas de restricción
adecuadas, y se purificaron los fragmentos con la secuencia codificante para
ligarlos con los vectores.
5.- Flectroforesis de ácidos nucleicos
Electroforesis de DNA
Electroforesis en geles de agarosa
Los geles de agarosa se prepararon al 0.7-2% (p/v) en TAE lx,
dependiendo dcl tamaño del DNA que se quería detectar o purificar. Las
electroforesis se desarrollaron a 80-100V con voltaje constante. En todos los
casos se utilizaron patrones de masamolecular, correspondientes a la digestión
con ifindlll dcl DNA del faco k. escaleras de lOO pb o de 1 kb (Gibeo). u otros
plásmidos sin digerir de tamaño y concentración conocidos. Las muestras se
aplicaron en tampón de aplicación 6x. Una vez ±inalizadoel proceso
electroforético se deteetó el DNA por tuición con bromuro de etidio,
observándose las bancias bajo luz ultravioleta. También se utilizaron geles de
agarosa con bajo punto de fusión (/01v mcli) para la purificación (le fragmentos
pequeños de DNA (100-800 ph) o de productos de la- amplificación por PCR.
F~I desarrollo de estas electroforesis se realizó a 4 St y a 80 y constantes.
Electroforesis en geles de poliacrilarnida
Estos geles se realizaron, en la mayoría de los casos, al 4% en
acrilamida (p/v) y siempre en condiciones no desnaturalizantes. E-1 tampón
utilizado fue IBIS. Las eleetroforesis se des-arrollaron a 100 V durante cl
tiempo deseado y los geles se tiñeron en azul (le metileno al 0,01% (p/v). Las
electroibresis en geles cíe poliacrilamida se utilizaron principalmente en la
separación con fines preparativos de fragmentos de DNA.
6.- Manipulación de DNA
Aislamiento de plásmidos de E. ccli
LI DNA plasmídico se aisló con el método comercial de Promega
«W/zord fl2fnípreps-». Para ello. se inocularon. 2-5 ml de medio LB (con el
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antibiótico correspondiente) con una colonia aislada del clon de bacterias
transformadas que interesaba. El cultivo se creció durante 16 h a 370C. A
continuación las células se recogieron por centrifugación y se resuspendieron
en Tris-HCI 50 mM ph 7,5, EDTA 10 mM y RNasa A 100 vg/ml.
Posteriormente, se lisaron en NaOH 0.2 M, SDS 1%. El pH de la muestra se
neutralizó con acetato potásico 1,32 Nl, y los restos celulares se eliminaron por
centrifugación. El sobrenadante conteniendo el DNA plasmídico se puso en
contacto con la resma del kit, que presenta afinidad por el DNA. Este DNA
unido a la resma se lavó con la «solución de lavado» ~NaCl200 mM, Tris-HCí
20 mM pH 7,5, EDTA 5 mM) diluida 1:1 en etanol 95%, eluyéndose a
continuación por adición de agua o TE. El DNA plasmídico asi purificado se
analizó porelectroforesis, obteniéndose con un grado de pureza suficiente para
análisis de restricción y secuenciación. Cada vez que se preparó un nuevo
plásmido. una vez que éste estuvo suficientemente caracterizado, se procedió
a su purificación a mayor escala. Para ello, se utilizó el /W de «Wizorcl
¡noxipreps» que, esencialmente, consiste en un tratamiento idéntico al descrito
en las líneas anteriores, pero adaptado a 500 ml de cultivo inicial de bacterias.
Aislamiento de fragmentos de DNA
Los fragmentos de DNA se purificaron a partir de geles de agarosao de
geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes.
Purificación de fragmentos de DNA de gran tamaño
Se consideran fragmentos de «gran tamaño» a aquellos comprendidos
entre 1.5 y 10 Kb. Estos fragmentos se purificaron utilizando el «Gene elean
Idi» de Bio 101. Para ello, se fraccionaron en geles de agarosa, generalmente
al O,70 o (p/v), en tampón TAF lx y se identificaron mediante tinción con
bromuro de etidio. Para purificar el fragmento se recortó el bloque de agarosa
que lo contenía y se procedió según las indicaciones del kfr basado en la unión
del 1)NA a una resma que presenta afinidad por él («glossmilk»). Para ello, se
añadió una solución de Nal 3 Nl (tres volúmenes o por peso de gel) al bloque
de agarosa y se calentó a 50 0C, hasta la fusión completa de la agarosa.
Posteriormente, se añadió el volumen adecuado de «glczssm!lho> (5 M1 por 5 gg
o menos de DNA, y 1 M1 por cada 0,5 Mg de DNA de más). La unión del DNA
a la matriz de realizó en hielo durante 5 minutos. Tras centrifugación breve se
resuspendió el sedimento (DNA-g[ossmdk) en la solución de lavado («new
wush») ~ se lavó sucesivamente. Finalmente, se añadió un volumen de TE o
HP igual al añadido de «glas.s-milho>, y se calentó a 50 0C durante 3 minutos,
para favorecer la disociación del complejo. Mediante centrifugación se separó
el DNA purificado contenido en el sobrenadante. El proceso de elución del
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DNA se repitió dos veces más. El grado dc purificacióny rendimiento del DNA
se determinó por electroforesis en geles de agarosa.
Para la purificación a partir de geles de poliacrilamida al 4% (p/v) en
TBE lx. se recortaron las bandas del gel conteniendo el DNA y, una vez
troceadas, se metieron en un t!p de 1 ml sellado por la punta, y que contenía en
su interior una cantidad adecuada de lana de vidrio. Se añadió mt volumen
adecuado de aguay se dejé agitando a 37 2C. 16 lv Tras la incubación, se corté
la punta sellada, y se eluyó el DNA por centrifugación a 4000 rpm durante 10
minutos. La lana de vidrio retiene los fragmentos de acrilamida, mientras que
el DNA se recoge en un tubo colocado a tal efecto en el extremo del /ift. El
DNA se precipité por adición dc ¡/10 (vv) de acetato de sodio 3 Nl pH 5,2 y
2,5 volúmenes (le etanol enfriado a -20’C. [>ostcriorunentese lavó el l)NA
precipitado con etanol al 70% (y/y) Frío. y se resuspendió en un volumen
conveniente de agua o TE.
Purificación de fragmentos de DNA de pequeño tamaño
Se considera que fragmentos de pequeño tamaño son los comprendidos
entre 100 y 1500 pb. Estos fragmentos se purificaron a partir de geles de
agarosa de bajo punto de fusión.
Para la purificación de los fragmentos de DNA a partir de geles de
agarosa de bajo punto de fusión. se prepararon geles al 1-2% (p/v) en TAE lx.
la purificación se realizó con el método comercial cíe Promega «J-Uzord POR
preps», similar al utilizado para la purificación de [)NA plasmídico. En este
caso. se procedio inicialmente a fundir el bloque cíe agarosa, por incubación
durante 5 minutos a 55—65 >0/. y se añadió rápidamente la resma suministrada
en el Id/. El proceso de unión del DNA a la resma, su posterior lavado y- elución
sc realizó dcl mismo modo que cl descrito para la purificación de DNA
plasmíclíco.
Purificación de fragmentos cíe DNA amplificados por PCR
El DNA amplificado se purificó a partir de geles de agarosa de bajo
punto de fusión, utilizando el sistema de Promeca «PUzoicí PC R prcps». por el
mismo método descrito para la purificación de fragmentos de DNA de peqLteño
tamaño, explicado en el apartado anterior.
En el caso de la purificación de los fragmentos de genes de ribotoxinas.
obtenidos por PCR, se aplicaron en geles de agarosa al 1,50 u. recortándose las
bandas y extravéndolas con el «Qzoex 1! gel ex/rochen =1/»dc Qiagen. un
sistema similar al ya descrito de Promega.
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Reacciones de modificación de DNA
Endonucleasas de restricción
La utilización de estas cnztmas permitió laobtención de fragmentos dc
DNA que hicieron posible la formación de construcciones útiles para la
donacióny expresión de genes de las distintas proteínas estudiadas. Todas las
digestiones enzimáticas del DNA se realizaron en condiciones de temperatura
óptimas para cada enzima. En cada caso se utilizó una mezcla de reacción
conteniendo el tampón adecuado para cada enzima. RNasa A (0,5 mg/mí) y
albúmina de suero bovino (BSA; 1 mg/mí). En los casos en los que fue
necesario, la enzima fue posteriormente inactivada por calentamiento a 65 00/
o por extracción mediante fenolización. El rendimiento de las digestiones se
determinó por electroforesis en geles de agarosa al 0,7-1% (p/v) en TAE.
Ligación dc fragmentos de DNA
La reacción de ligación de fragmentos de DNA, necesaria para cl
clonaje dc los fragmentos de DNA en los diferentes vectores de expresión y su
posterior transformación en cepas de E. col!, se realizó utilizando la DNA
ligasa del bacteriofago T4. La mezcla de reacción se completó con el tampón
de la ligasa y ATP 1 mM, y se mantuvo a 16 0C durante 4-16 horas. En los
casos en los que los fragmentos tenían extremos cohesivos compatibles la
mezcla se calentó previamente a 65 W, durante 15 minutos, y se enfrió en
hielo, para favorecer la formación de uniones intermoleculares.
lambién se ha utilizado el «Rop!dDNi4 ligo/ion k!i» de Boehringer. que
permite. con un tampón especial, realizar la ligación durante 5 mm a
temperatura ambiente, en las condiciones descritas en sus instrucciones.
Reacción con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa
la utilización de esta enzimapermitió obtener extremos romos a partir
de fragmentos con extremos protuberantes en 5’. así como reañizar la
elongación in vitro de fragmentos molde de DNA. cuando esto fue necesario.
La mezclade reacción contiene el fragmento de DNA, una mezcla de dNTP (2
mM cada uno), solución NTB (lOx: Tris-HCI 0,5 M pH 7,0. MgSQ
4 0.1 M.
DTT 1 mM, BSA 0,5 mg/mí) y la enzima Klenow (2,5 unidades), se incubó a
temperatura ambiente durante 20 miii. La inactivación posterior de la enzima
se realizó por calentamiento a 65 00/ durante 10 mm. En algunas ocasiones fue
preciso purificar el fragmento de DNA tras la reacción, para lo cual, tras una
fenolización y extracción con éter, se precipitó con etanol.
66 Métodos
Secuenciación de DNA
Secuenciación automática
L-a secuenciación de las construcciones génicas insertadas en los
vectores plasmidicos se llevó a cabo en el Centro de Secuenciacion
Automatizada de DNA de la Universidad Complutense de Madrid. o en la
empresa TerraGen de Vancouvenmediante secuenciación cíclica con
terminadores marcados con sondas fluorescentes
Se utilizó el «AB! PRISA! dic /er;n!no/or ¿3-’cie .scquencing reodr
rece/ion *1/» (Perkin Elmer) con la DNA polirnerasa «Ampli 1’ací. ES». [ista
enzima es un doble mutante de la polimerasa faq. que carece dc actividad
exonucleasa 5’~3’ y tiene una mutación en el dominio polimerasa. lo que
permite una menor discriminación frente a los ddN FI’ respecto a la enzima
original,
Una vez realizada la amplificación a la temperatura de hibridación de]
oligonucleotido empleado (20 ciclos). se purilicaron los productos de reacción
porprecipitación con etanol o por separación en una minicolumna de Sephadex
(1-50, y se separaron mediante electroforesis en un gel desnaturalizante,
compuesto por urea x acril imída Long Ranger. La electroibresis se desarrollé
a losO Y’. 50 mA. 1 t() \\ durante 9 toras. en tm secuencíador ABI PRJSM
377.0/ onlérme mgran los ti wmentos de DNA. pasan por un láser que excita
cada uno de los iluorofoíos 1 a emísion producida por estos es recogida en el
secuencíador e ií-íterpretada adecuadamente por éste para asignar u.u
determinado nucleotido.
Mutagénesis dirigida
l.a obtención de diferentes Formas mutantes de u—sarcina se realizó a
partir de mutaciones en el cDNA de la u-sarcina. utilizando diferentes
oligonucícotidos mutagénicos. Así, se sintetizaron oligonucleotidos que
hibridaban con diferentes zonas del ssDNA molde. y en las cuales se habían
sustituido diferentes bases. Se siguió el método descrito por Kunkel et al.
(1987) basado en el enriquecimiento en uriclina del DNA de cadena simple
usado como molde a mutar {ssDNA—U).
Purificación cte DNA de cadena simple (ssDNA}
El clonaje de un fragmento de DNA en un plásmido que contenga en
su secuencía un origen de replicación para un fago filamentoso permite su
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utilización para la obtención de ssDNA. Este ssDNA es el molde de los
ensayos de mutagénesis dirigida por oligonucleotido.
Esta técnica se realizó de acuerdo con Messing (1983) y basándose en
lo descrito por Merola et al. (1989). Se partió de células de E. coli
transformadas con el vector pEMBLI8(-i-), que llevaba donado el inserto
adecuado en cada caso. Este vector, contiene en su secuencia un origen de
replicación para el fago El, de manera que tras la transfección con dicho virus
las bacterias secretan la hebra no codificante (ontisense) del pEMBLI 8(+) en
forma de partícula vírica.
Para ello, sc inoculó una colonia de E. col! transformada, en 2-50 ml de
YT con ampicilina y glucosa 0,2%, y se incubó a 37 00/ hasta alcanzar una
GDr«>o de 0,42. En ese momento se añadieron 20-200 M1 de fago (l,5xi0~2
partículas/mí) para transfectar las células de E. coli. Se mantuvo la incubación
5 horas, tras lo cual se centrifugó a 10000 g para eliminar el sedimento celular.
Al sobrenadante conteniendo los fagos y las partículas víricas se le añadió una
cantidad de polietilenglicol (PEO) y NaCí suficiente para alcanzar unas
concentraciones finales del 2,50 o (p/v) y 2.5 M, respectivamente, y se mantuvo
2 horas a 4 00/ Tras centrifugación, los sedimentos se resuspendieron en un
volumen adecuado de TE con RNasa A 0.50 a (p/v). La muestra se extrajo con
1 ml de PCI y la fase acuosa se lavó repetidamente con éter etílico. El ssDNA
contenido en esta fase acuosa se precipitó con 1/10 (y/y) de LiCI 4M, MgCI,
0,1 NI. pH 5,2 y 2.5 volúmenes de etanol frío. El ssDNA así precipitado se lavó
con etanol al 70%, y sc disolvió en un volumen adecuado de TE o agua.
Mutagénesis con DNA plasníldico enriquecido en uí-idina (método
de Kunkel)
La preparación del DNA conteniendo uridina requiere su
transformación en un cepa de E. col!, que reúna ciertas características:
susceptibilidad a la infección con fagos filamentosos pequeños; presentar un
genotipo dur (dut 1) ‘< unK (ungí), necesario para la incorporación y estabilidad
de la uridina al DNA dcl fago; y, por último, una tasa de mutación espontánea
baja. Concretamente, se utilizó la cepa BW3 13.
Las células transformadas se crecieron en placas de LB con ampicilina
y uridina (1 Mg/mQ. A continuación, se procedió a la obtención del ssDNA
molde enriquecido en uracilo (ssDNA-U), para lo cual se siguió el protocolo
descrito anteriormente, pero realizando el cultivo en un medio suplementado
con uridina 1 ~ig/ml.Lareacción de inutagénesis propiamente dicha, se realizó
por hibridación de este ssl)NA-U con el oligonucleotido mutagénico
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Fosforilado. Para ello, se mezclaron en una relación molar 1:10 (ssDNA-U:
oligo) y se calentaron 2 mm a 70 00/, La mezcla se dejó enfriar lentamente
hasta 25 00/ L)na vez alcanzada esta temperatura se puso en hielo y se
añadieron los componentes para la síntesis ‘y ligación del DNA. La reaccion se
llevé a cabo en HISPES 200 mM pH 7.8. DII 2 mM. MgCl, lO mM. mezcla
de dNA? 500 MM, ATP 1 mlvi. 1-3 unidades de DNA pol imerasa Klenow y 2-5
unidades de la DNA ligasa del fago 14. El proceso completo supone una
incubación durante 5 minutos en hielo, seguida de 5 minutos a temperatura
ambientey 2horas a 37 ©0/• De esta Forma. se facilita la hibridación y posterior
acción de la DNA polimerasa Klenoxv x’ de la Iluasa. La adición de EDTA a 15
mM final izo la reacción.
Con la mezcla mutagénica se transformaron células de E. col! ‘y sc
seleccionaron las colonias que contenían el vector con el inserto. La existencIa
única de la mutación deseada se determiné por secuenciacién.
7.- Transformación de células y selección de recombinantes
Transformación de E. cdi
Preparación de células competentes
Básicamente, se ha seguido el método de 1-lanahan (1983). con una
modificación que implica el empleo de Rb0/l, según recomendaciones del i)r.
J.L. García López. del Centro de Investigaciones Biológicas (0/SiC). Para ello,
células de E. colí. sembradas recientemente en placa Fetri, se inocularon en 5
ml de tp BrotA, y se incubaron aB? <C con agitación fuerte hasta alcanzar una
densidad óptica (0D6,-,0) (le 0.3. Una vez alcanzada ésta. se inocularon 100 ml
de ~i ¡Ji-o/A con el cultivo anterior ‘y se incubaron hasta que la OD<,«, fLie 0.48.
El crecimiento del cultivo se detuvo en hielo, vías células se sedimentaron por
centrifugación a ~S00 g. El sedimento se resuspendió en 30 ml de TfI3I frío
(RbCl, lOO mM, MnCI. 50 mM. KAcO 30 mM. CaCIyH-,O 10 mM, glicerol
15% (y/y). pl 1 5.2 ajustado con 1-lAco 0,2 Nl), y se mantuvo en hielo durante
90 minutos. Las células se sedimentaron de nuevo, en las mismas condiciones
que la ve>. anterior, y se resuspendieron en 4 mide 11B2 frío (MOPS 10 mM.
RbCl, 10 mM. Ca0/l,I-l-,C) 75 mM, glicerol 75% (‘dv). pH 7,0 ajustado con
NaGi-l). Las células competentes así obtenidas se distribuyeron en alícuotas de
02 ml ‘y se congelaron a -S0~C.
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Transformación de células de E. cvii
Célttlas competentes, preparadas como se indica anteriormente, se
descongelaron ‘y se mantuvieron en hielo durante 10 minutos. A continuación.
se añadió el DNA plasmídico o la mezcla de ligación que se deseaba
transformar (1-100 ng de DNA), y se mantuvieron otros 15 minutos en hielo.
La entrada del DNA plasmídico al interior de las células se facilitó mediante
un choque térmico por incubación a 37 ~C, durante 4 minutos, y enfriamiento
posterior en hielo durante 2 minutos. Se añadieron 4 volúmenes de w BrotA y
se incubó la mezcla a 37 00/ durante 1 hora, para permitir la recuperación de la
integridad de la membrana y la expresión del gen selector de los vectores.
Finalmente, se plaquearon diferentes volúmenes en placas de LB con el
antibiótico correspondiente, que se incubaron hasta la aparición de colonias
transformadas.
Selección dc colonias
Se utilizaron diferentes criterios para seleccionar las colonias de E. col!
que hubiesen incorporado el vector deseado.
Selección por color
Esta selección se basa en la expresron, o no, del gen de la
¡3-galaetosidasa incluido en el DNA plasmídico. Para ello, se plaquearon las
células transformadas en placas de LB-agar con antibiótico (1 Mg/mí), a las que
se había añadido 40 M1 de IPTCi 100 mM y 40 M1 de X-Gal 23 mg/ml. El
clonaje del inserto en el plasmido produce la alteración del gen de la
~-galactosidasa. dc manera que éste pierde la capacidad para hidrolizar el
X-Gal, obteniéndose colonias incoloras frente a las colonias azules que
contienen el plásmido sin inserto.
kSe/eccíon por tatizaño delp/clsznido Ñ-minis de colonias»)
Las colonias obtenidas de una transformación se sembraron de forma
ordenada en placas de LB-agar con antibiótico, para obtener más masa celular.
Parte de estas colonias se recogieron con un asa de siembra y se lisaron en 40
pl de tampón de lisis (Tris 1 M pH 7,4-8,0, EDTA 0.5 Nl, NaGil 10 Ny SDS
203 o). La mezcla se neutralizó con 3 M1 de 1-10/1 1 N, y se añadieron 5 u] de
tampón de aplicación 6x. La mezcla se congeló a ~800Cdurante 15 minutos,
de manera que el SDS al precipitar arrastre con él al DNA cromosómico.
Mediante centrifugación en frío durante 10 minutos se sedimentó el SDS y la
mayoría del DNA cromosómico, así como los restos celulares. El sobrenadante
conteniendo el DNA plasmidico se analizó por electroforesis en geles de
agarosa, distinguiéndose los plásmidos sin inserto de los que lo hubiesen
incorporado, por su diferente movilidad elecvz-oforética.
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Transformación dc P. pastoris
Transformación por cloruro de litio
Este es uno de los dos métodos usados de transformación basados en
el uso de litio, como describieron 1ro et al. (1983) para £ cerevzsboe.
Se inocularon 50 ml de YPD con una colonia fiesca de E. postorís. El
cultivo sc crecio hasta alcanzar una (11) cíe 1.0 (5 x 10 céltílas/mí
aproximadamente). Se recogieron las celul E por centrifugación a 1500 e
durante 10 mm a temperatura ambiente Sc. laN aron con 10 ml de agua estéril
‘y se volvieron a centrifbgar en idénticas condiciones. Se lavaron de nuevo con
10 mi de TE estéril a pl-! 7,4 y. finalmentc. se ícsuspendieron en 2 ml de la
solución TE/LiCí (0,1 Nl LiCí. 10 mM Iris 110/1 pE 7.4, 1 mM EDTA). en la
se incubaron a 30 -<0/ durante una hora. Para cada transformación se
preparó, en tubos de reacción dc 1.5 ml y estériles, lo siguiente: CA ml de
células. 1 ~alde [DNAde esperma de salmón (lO .cg/~cl) ‘y 1<) II conteniendo
unos 10 gg del fragmento lineal de DNA con el que queríamos transformar
(excepto en un control negativo sin este DNA). listos tubos se incubaron
durante media hora a 30 00/ agitando suavemente. Pasado este tiempo. se
añadieron 0.7 ml de una solución esterilizada conteniendo 40% dc PEG-3350
enFF/l.iCl, invirtiendo el trd,o para mezclar bien - Se incubé otra medid hora
a 30 <(‘ y se le dio un choque térmico a 37 <0/ durante 5 miii. 1.-os tubos se
centrifugaron brevemente y se resuspencheron las células en 100 ~tlde agua
estéril. que se extendieron en placas cíe MD. Estas placas se incubaron (le 3 a
5 días a 30 <0/ hasta observar la aparición de colonias.
Transformación por acetato de litio
1—Este es otro método de transformación basado en el uso del catión litio,
ligeramente diferente del anterior, pero más usado frecuentemente en la
transformación de SI cerev!soe. En este caso, sc siguió el protocolo descrito por
Gietz ‘y Sehiestí (1905), que además han creado una págilía web donde ofrecen
variantes del método (wwxv. umaní toba.ca/faculties/medicíne/units
human__genetics/gietz/method. html), mcl uida una en la dítie se pLieden guardar
congeladas las células competentes. Sin embargo, este método no suele ser
usado en la transformación de 1’. pastoris porque algunas personas mantienen
que el acetato es tóxico para esta levadura. Según la experiencia en nuestro
laboratorio. el método es útil, y por eso se usa. Alguna vez se ha comparado la
eficacia de transformación realizando lamisma trans ormación por este método
con acetato y cloruro, y ha resultado ser levemente superior en el caso del
cloruro, pero la diferencia no era mux si sinificativa.
Métodos 71
Se inocularon 5 ml de YPD con células frescas deP. pos/mis OS 115,
y se incubaron a 30 “0/ durante toda la noche. Se añadió la cantidad suficiente
de este preinóculo para que un cultivo de 50 ml de YPD tuviera una densidad
de 5x106 células/ml (lo que equivale, en P. pcistoris, a una GD¿% dc 0,1). El
cultivó se incubó a 30 “0/ hasta que se completaron, al menos. dos divisiones
de las células, es decir, basta que se cuadriplicó la densidad celular. Se
recocieron entonces las células por centrifugación en botellas estériles de 50
ml (3000 g, 5 mm), lavándose las células con 25 mIde aguay centrifugándose
igual. Las células lavadas se resuspendieron en 1 ml de LiAcO 100 mM. y se
pasó la suspensión a un tubo de 1,5 mí, en el que se centrifugaron por 30s. Se
resuspendieron de nuevo en 400 M1 de LiAcO 100 mM, lo que da un volumen
total de unos 500 M1~ con una densidad de 2x 1 (Y> células/ml (si se partía demás
células, se adaptaba el volumen para mantener la densidad celular). La
suspensión de células se agitó y se echaron 50 gil por cada transformación a
realizar, en tubos de 1,5 ml. Se centrifugaron los tubos, eliminando el
sobrenadante. Sobre las células se echaron 240 MIde PEO 3350 al ~ Esta
disolución de PEO actúa como barrera, y sobre ella se añadieron 36 pl de
LiAcO 1,0 Nl, 25 Ml de ssDNA de salmón (una disolución a 2 mg/mí, que
previamente se hirvió durante 5 mm, enfriándolo rápidamente en hielo) y 50
M1 de agua, conteniendo el DNA con el que queremos transformar (0,1 a 10 ~g,
generalmente se usaron 5 o 10 vg)- Se agitaron vigorosamente los tubos para
mezclarlo todo (puede lardar 1 mm). ‘y se incubaron a 30 00/ durante 30 miii.
Después se les dio un choque térmico a 42 “0/ durante 20 mm, en baño de agua,
y se centrifugaron a 6000 rpm durante 30 s, teniendo cuidado de quitar todo el
sobrenadante. Se resuspendieron en 200 pl de agua y se extendieron en placas
de medio NID. que se incubaron a 30 00/ hasta observar colonias.
Transformación por electroporación
Este método consiste en la desearga sobre las células a transformar de
un pulso de corriente eléctrica con una gran intensidad de campo, de forma que
se induzca una permeabilidad en la membrana que permita tomar el DNA
desnudo del exterior celular. Dado que no se disponía del electroporador en
nuestro laboratorio. se recurrió a los del Dr. Vivanco (de nuestro mismo
Departamento, aunque el aparato se encuentra en su laboratorio de la
Fundación Jiménez Díaz) o del centro de investigación de Pharmacia. Sin
embargo. este método se utilizó en pocas ocasiones, porque no se obtuvieron
mejores resultados que en el caso de los protocolos basados en la utilización
de litio.
Se usó para la transformación un electroporador Bio-Rad, equipado con
un «controlador del pulso». Este aparato proporciona un pulso que comienza
al potencial máximo seleccionado, realizando la descarga con una caída
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exponene~al. Las elearoporaciones se llevaron a cabo en cubetas de 0,2 cm de
separación entre las placas de descarga, valor usual en la transformación de
células de levaduras. LI protocolo usado y detallado a continuación es el
descrito por Becker y (luarente (1991).
El día anterior a la electroporacion se. inocularon 25 ml de YPD con
células frescas de Picluíoposboris 65115. que se crecieron a 30 “0/. Se añadió
cantidad suficiente (le este cultivo en 100 ml de YPD como para que diera una
ODc¼(de aprox iniadamente (LS. incubándose entonces hasta que alcanzo una
()D,»6 entre 1,3 x- 1.5. 1,-as células se centrifugaron a 4”0/- y 1500 g, durante 5
mm. ‘y se lavaron sucesivamente. centrifugando cada vez, con 100 ‘y 50 ml de
agua estéril y 4 ml (le sorbitol 1 Pi. todo enfriado en hielo. Se recogieron por
una nueva centrifugación y se resuspendieron en 200 M
1 de sorbitol 1 Nl,
quedando un volumen total de algo más dc 300 M1
Par-a cadatransformación sc pipeteé. en tubos de reacción estériles pre-
enfriados. 40 M1 de células y 1 MT del DNA lineal a tí-ansforrnar. disuelto en
agua a 1 Mg’M1 Una de las reacciones se hizo con células, pero sin DNA,
usándolo como control negativo. Es importante señalar que en este tipo de
transformacíon no se agreca un DNA inespecífico. pues no hace sino reducir
la eficienciade transformación. l~a mezcla de transformación se incubó en hielo
durante 5 mm x’ después se transfirió a la cubeta de eleetroporación, que se
habia enfriado previamente. Se sometió entonces la mezcla al pulso eléctrico
definido por los siguientes parámetros: 1.5 kV (Fuerza del campo. 1 a: 7,5
kV/en-Ii. 25 ~ 200 LI. la resistencia especificada es la seleccionada en el
controlador del pulso. aunque la muestra aporta una cierta resLstencia
intrínseca. Con estos valores se consiguieron constantes de tiempo (ten torno
a los 8 ms. Inmediatamente después del pulso se añadió a las células 1 ml de
sorbitol 1 M para permitir su recuperación. Se centriÑumaron brevemente para
recoger las células en unos 100 gl de 1-a misma mezcla, que se sembraron en
placas de 141) conteniendo sorbitol 1 Nl. 1 -apresenciadel sorbitol es importante
para aumentar la eficiencia de transformación. pues permite una mayor
recuperación de las células. de hastaun orden de magnittíd (Bccker y Cuarente.
1991). Estas placas se incubaron a 30 “0/ hasta observar la aparición de
colonias (entre tres y cinco días).
Transformación por PEG, congelando células competentes
Este método de transformación es cl que se usó más recientemente,
sobre todo por la comodidad que supone preparar células competentes para
múltiples transformaciones, que se guardan congeladas. EL protocolo lo
proporciona Invitrogen. y afirman que es más eficiente que el de cloruro de
litio.
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Se inoculé un precultivo de 10 ml de YPD con células frescas, y se
incubó durante toda la noche a 30 00/ Con él se inició un cultivo de 10 ml de
YPD a una OD~<>, de 0.1. que se incubó hasta alcanzar una OD600 entre 0,5 y 0,8
(tardaba 4 a 6 h). Se recogieron las células por centrifugación (500 g, 5 mm,
temperatura ambiente). y se lavaron con 10 ml de solución A (sorbitol 1,0 M,
bicina lO mN4, pH 8,35, etilenglicol 3 Oo y/y). centrifugándolos de nuevo. Las
células se resuspendieron en 1 ml de solución A, añadiendo 55 al de DMSO,
y se distribuyeron en alícuotas de 50 M
1 en tubos estériles de 1,5 ml. Se
añadieron 11 gil dc DM50 a cada tubo, se mezclaron y se enfriaron en un
congelador de -80 “C rodeados de isopropanol, para que se congelaran
lentamente (el isopropanol se retiró después para conservarlos en cajas de
almaceniimiento).
Para transformar las células competentes, se descongelaron los tubos
necesamios. a los que se añadió el DNA en un volumen no mayor de 5 M1~
usando unos 5 gig por transforrnacíon. Se añadió 1 mIde solución B (PEO 101)0
40%, bicina 0,2 M, pH 8,35). mezclando bien. Se incubé 1 ha 30 00/ en baño
de agua, mezclando cada 15 mm), y se sometió a un choque térmico a 42 00/
durante lO mm. Cada transformación se repartió en dos tubos de 1,5 mí,
pasando 525 gil de la mezcla a un tubo nuevo. Se añadió 1 ml de YPD a cada
tubo y se incubaron a 30 “0/ durante 1 h. Se recogieron las células por
centrifugación (3000 g , 5 mm). se resuspendieron con 500 M1 de solución 0/
(NaCí 045 NI, bicina lO mM. pH 8.35) en cada tubo y sejuntaron en un solo
tubo de nuevo. Se centrifugaron dc nuevo. se resuspendicron en 200 M1 de
solución 0/ y se extendieron en una placa de medio MD, que se incubé a
30”C hasta que aparecieron colonias.
Selección de recombinantes en el locus de AOX1 de P. pastoris
Las colonias que incorporan, tras la transformación, el fragmento de
DNA conteniendo el gen 1-Jhs? y cl de la proteína donada son capaces de
producir His y crecer en un medio mínimo carente de His, como es el medio
MD. Presentan, portanto, fenotipo His. Pero la recombinación puede haberse
dado en varios sitios del genoma (figura 10). Entre ellos, lo más habitual sería
los loci IIISA y AOXI - En el primercaso la recombinación probablemente haya
hecho perder el gen de la proteína que se pretende producir. Aún así, la prueba
definitiva de la correcta transformación de la levadura no es sino la producción
de la misma. Para seleccionar las cepas en las que poner en marcha una
expresión piloto de la proteína. se buscaron aquellas cepas transformadas qtíe
tuvieran alterado su metabolismo de metanol (en el que el primer paso es la
oxidación del metanol por la alcohol oxidasa codificada por el gen A OX!),
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mostrando un fenotipo Muy («Mut» viene del inglés «me/bono! utilizo/ion»).
incapaces de crecer en medio mínimo con metanol como -única fuente de
carbono, o bien un fbnoti po Muí’ («dow»), cí tic crecen más lentamente que una
cepa con el metabo]isn-io inetilotrófico normal (fenotipo Nlut ). En las cepas
Mut’ se habráciado la sustitución, poruna doble recombinación, de la secuencia
codificante de 102<], quedando así la secuencia que coditica la proteína que
se pretende producir sometida al control del promotor de A OX], que
permanecerá igual, ya que tanto el genoma como el [)N--\ transformado
presentan tina copia idéntica.
Para ello. se «picaron» con un palillo estéril las colonias que habían
crecido en MD después de la transformación ‘y se preparo una placa de MM y
su correspondiente réplica en MD (ambos medios sólo difieren en la fuente de
carbono utili>.ada. metanol o glucosa, respectivamente). Se hizo lo mismo con
unas cepas control suministradas por la casa comercial, con fenotipos
FlisJMutL e Hist/Ntur. las placas se incubaron a 30 “0/ entre 9 y 4 días hasta
que la distinción de lbnotipos fuera clara. En algunos casos, se aislé el DNA
eromosomico y se comprobó la existencia ono del en de laa-sarcina mediante
P0/R. En el caso dc la RNa.s-t L~ ‘-tdemás, se desarrolló un método para
seleccionar en cultivos en placa las colonias que produjeran más proteína
extrace 1 alar.
Selección de cepas productoras de ribonucleasa extracelular (actividad
frente a RNA, en placa de cultivo)
Este ensayo se desarrollé con la idea de poder seleccionar aquellos
transformantes que produjeran mayor cantidad cíe RNasa extracelular, lo que
es especialmente útil para la trimsformacién de 2. pos/mis puesto que. al
integrarse el gen codifiteante de la RNasa en el genoma. esta integración se
puede dar en múltiples sitios. De esta forma, se pocha hacer una seleccion
rápida, de entre un gran número cíe transformantes, de aquellos que fueran
efectivos productores de Rlvasa U2.
Se habían descrito sistemas similares para la producción de otras
RNasas en otros microorganismos. Así, el grupo cíe Ulrich Hahn en Berlín, tras
producir por primera vez la RNasa TI en E. coli (Quaas et al., 1988),
describieron cómo, haciendo crecer una colonia de las que secretaban la enzima
en una placa de agar con LB conteniendo 2 gd de l{NA y 50 rng/l de-azul de
toluidina, sc lbrmaba un halo azul en torno a la colonia, que sustituía el color
azul del resto de la placa o de colonias que no la producían: esto ocurría
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asimismo con laenzima pura, con una relación lineal entre el diámetro del halo
y el logaritmo de la concentración de RNasa TI (Quaas et al., 1989).
Por su parte, el grupo de Ronald Raines. en Wisconsin. desarrolló un
ensayo similar para detectar la secreción de RNasa A, tanto en E. col! como en
8. cerevisioe. Preparaban placas de agar con el medio correspondiente y con 2
g/l de RNA, y las colonias se incubaban el tiempo habitual, revelándolas
mediante lavados con ácido perclórico al 10%, lo que provocaba la
precipitación del RNA no degradado, Formando halos claros en el agar turbio
(delCardayré et al., 1995). Este sistema de revelado tiene el inconveniente de
tener que hacer una réplica para recuperar las colonias estudiadas.
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Figura 15: Ensayo de producción de RNasa U2 en P. pos/cris en placa de cultivo. Las
colonias 1 ¡5 (repetida), 116 y ¡26 presentan halos oscuros y secretan RNasa 02.
En nuestro caso, el método se modificó convenientemente para
adaptarlo a las condiciones de cultivo y producción de la RNasa U2 en esta
levadura. Sc prepararon placas de agar de MM, el medio mínimo con el
metanol como agente inductor, a las que se añadió RNA de Tondo a 2 g/l y
azul de toluidina aSO mg/l. Las cepas obtenidas de la transformación, a la hora
de hacer la selección por fenotipo de utilización por metanol, picándolas en
placas MD x MM, se picaron además en estas placas, añadiendo los necesarios
controles. Tras una incubación a 30 “C algo más prolongada (3 a 4 días) se
observaron halos rojos en torno a algunas colonias, que sustituían al color azul
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de la placa. que se podían fotografiar como halos oscuros en blanco y negro
mediante un flítro azul (figura 15), aunque en este ca-so hay que tener cuidado
con un «efecto concéntrico» en las placas--- puesto que el color azul es mas
intenso en la parte exterior dc la placa que en la interior, lo que dificulta la
comparación cuantitativa. oblicando a variar las condiciones de exposición
según la situación de las colonias. Los transformantes que presentaban halos
rojos son los que después sc ensayaron en producciones piloto en matraz para
determinar qué cepa era mejor productora, pero este paso aceleré en gran
medida esta selección.
Expresión piloto de proteínas en P. pastoris por secreción extraeclular
El último paso para seleccionar las cepas obtenidas que produzcan
mayores cantidades de la proteína deseadaes realizar un ensayo de produecion
piloto a pequeña escala. Para cada cepa a probar (incluyendo la cepa dc control
que expresa albúmina). se prepararon 40 ml de medio BMCY en erlenmcvers
dc 250 ml con tapón de gomaespuma. que se inocularon con la colonia fresca
correspondiente. Estos cultivos se inetibaron a 30 oc? con agitación orbital a
300 rpm durante 2 días. De esta forma se alcanza la saturación, con una
entre lO y 20.
Del cultivo total, se recogió 1 ml para congelar a -80 “0/ y el resto se
centrifugó a 4000 g durante 10 mm en tubos estériles. l.as células se
resuspendieron entonces en 8 ml de BM=~4Y ‘y se incubaron en erlenmeyers de
100 ml (con muescas que favorecen la aireación) con dos capas de Miracloth,
lo que permitía una mayor aireación. En este medio. en el que la fuente de
carbono es el metanol. sc debe inducir el promotor de AOXI acoplado al gen
cíe la proteína recombinante.
Durante el cultivo en metanol. se fuenm recociendo alicuotas de 1 ml.
Ibea 4que se centrifugaron durante 5 mm en una nicro a “0/. separando el
medio extracelular. que debería contener la proteína heteróloga secretada, de
las células, guardando ambas fracciones a -20 “0/ para su posterior análisis.
Además, dado que el metanol se va gastando en el cultivo, bien por el
crecimiento de las células (aunque tengan delecionado el genAOX]. presentan
fenotipo de crecimiento lento. N4ut>. debido al gen AOX2), o bien por
evaporación. se fue reponiendo añadiendo la cantidad equivalente al 0 5 ~o
(x-/V) del cultivo. Sc comprobó, tras distintas tentativas, que se mejora el
rendimiento cuando esta reposición se llevaacabo cada 12 h dc cultivo (figura
16).
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Figura 16: Intítíenciade la reposición de metanol en la producción de RNasaU2. Se hicieron
cultivos en paralelo de la misma cepa de P pastora, en medio BMM (A, B) o MM (C. D),
añadiendo metanol una (.-X. 0?.) o dos yB. D) xeces al dia.
Cuando se analizó la presencia de la proteína recombinante en las
células, estas sc lavaron en 1 ml de tampón para lisis de levaduras (50 mM
fosfato de sodio, pH 7,4,1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 5% glicerol), enfriado en
hielo. Se centrifugaron y se resuspendieron en 2 ml de tampón para lisis dc
levaduras. A 500 gil de esta suspensión se le añadió c.tn volumen igual (le bolitas
de cristal de 0.5 mM de diámetro, laxadas en ácido. Se sometió entonces la
mezclaa8 ciclos de agitación en vortex durante 30 s y reposo durante otros 30
s, todo ello a 4 00/ Se centrifugarondurante 10 mm a 4 “0/. El sobrenadante así
obtenido representa la fracción soluble del lisado celular.
Para detectar la presencia del-as proteínas recombinantes en los medios
extracelulares o en los lisados celulares. se analizaron por PAGE--SDS,
zimograma, inmunotransferencia (sólo la u-sarcina) o por medida de la
actividad ribonucleolítica frente a RNA de levadura (sólo la RNasa U2).
Expresión piloto de a-sarcina intracelular en P. pastoris
En el caso de laconstrucción pHILD2-preuS, no se sabia si la secuencia
señal propia de la u-sarcina iba a ser reconocida. Por tanto, se podía producir
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la prepro-cí-sarcina intracelular. En este tipo de ensayo, a diferencia del de
secreción, las levaduras se inducen cuando los cultivos se encuentran en fase
de crecimiento exponencial. y se tace a una densidad de células bastante
menor, pues no importa el volumen de medio extí-aceltilar, ya que no afecta a
su concentración.
Para cada cepa ensayada se pieparó. de Forma estéril, un erlenmever de
250 ml. con tapón de gomaespuma. conteniendo 50 ml de medio NIGY. Se
inoculó cada uno con la cepa con-espondiente. incubándose a 30 - 0/ hasta que
el cultivo alcanzó una ODúa, entre y 2. En ese momento, se separó 1 ml para
congelar a -80 “0/ y el resto se centrifugó a 4.OOOg durante 10 mm.
resuspendiendo las células en lO mi del medio de inducción, MM. El cultivo
se incubó en erlenmey-ers de 100 ml. tapados con doble capa de tela Miracloth
a 30 00/, manteniendo una agitación orbital dc 300 rpm. Con el Linde mantener
la concentración de metanol. en este caso. se anadicion al cultivo 0,5 ml de
metanol al 5% a los 2. 4. 5 y 6 dias de haber inducido el cultivo.
Se recooieron alícuotas de 1 mL que se centrifugaron a4 “0/Se separó
el sobrenadante dcl sedimento celular, que se lavó con 1 ml de tampón para
lisis de levaduras, enfriado en hielo. Se centrifugó de nuevo, resuspendiendo
las células en el volumen necesario de tampón para obtener una OD6~0 teórica
de 50. según la OD,~1>~ que tuviera inicialmente la alícuota. Se añadió entonces
un volumen equivalente de bolitas de cristal dc 0.5 mM de diámetro. 1-avadas
en ácido. Se agitaron, a 4 <0/ en 8 ciclos de 30 s. con otros 30s dc reposo entre
los ciclos. Finalmente, se centrifugaron a 4 “0/ durante lO mm. recogiendo el
sobrenad-ante. consistente en la Facción soluble del usado celular. Es en esta
fracción donde se analizó el contenido de ct-sarcin{i por electroforesis en geles
de poliacrilamida, en presencia de 51)5 e. incluso, tras posterior transferencia
a membrana e inmunodeteccién.
8.- Producción y purificación de proteinas
Ensayo de producción de ribotoxinas en cepas deAspergilli
Para determinar si las cepas de hongos producían ribotoxinas, se
crecieron en condiciones similares a las va descritas para la «-sarcina (Olson
y Goemer, 1965). utilizando el mismo medio (peptona al 2%, almidón de maíz
al 2%. NaCí al 2% ‘y extracto de carne -al 1.5% Y Sc crecieron dos preinóculos
sucesivos de 10 ml durante 94 Ii el segundo de los cuales se utilizó para
inocular cultivos duplicados de 50 ml. que sc incubaron a 30 “0/- durante 70 h.
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Se tomaron alícuotas a distintos tiempos, y se realizaron inmunodetecciones
según se explica en el apartado correspondiente.
Producción y purificación de a-sarcina y AFP dc Aspergillus gigunteus
Las diferentes etapas de la purificación de la u-sarcina fúngica (Oasset,
1990; Lacadena et al., 1994; Lacadena, 1997) se basan en las descritas cuando
se purificó por primera vez esta proteína (Olson y Ooerner, 1965).
Primeramente, el hongo A. gigonteus MDH 18894 se creció en el medio líquido
adecuado (peptona al 2%, almidón de maíz al 2%, NaCí al 20o y extracto de
carne de vaca al 1.5%) a 30 “0/ durante 70-90 horas. La producción de
«-sarcína se registró midiendo la absorbancia a 280 nm y cl pH de alícuotas del
medio de cultivo tomadas a diferentes tiempos, así como mediante su análisis
electroforético en geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfatosódico
(PAOE-SDS). La u-sarcina se secreta al medio extracelular, así que una vez
separado del micelio por filtración en un embudo Btichner con dos capas de
papel Whatman 3M. el filtrado se dializó exhaustivamente frente a fosfato de
sodio 50 mM. pH 7,0. La purificación de la proteína comenzó entonces
mediante una primera cromatografia de intercambio iónico en una resma
Amberlita IRC-50 (Sigma), seguida de dos cromatografías de penetrabilidad
en un Biogel PíO y Biogel P2 (Bio-Rad). La Amberlita con la u-sarcina unida
se lavó con el tampón de retención sin y con NaCí 0,2 M. Tras estos lavados,
se eluyeron las proteínas con el mismo tampón conteniendo NaCí 06 M. El
conjunto de fracciones que contenían u-sarcina y/o AFP sc concentró,
normalmente mediante liofilización, y se fraccionó en una columna de Biogel
PíO (1,5 x 120 cnt). equilibrada en Tris 1-10/1 50 mM, pH 7,0. conteniendo NaCí
0.1 Nl. En estacromatografía se separan la u-sarcina. laALT y la lf-AFP (véase
el apartado correspondiente de resultados y ‘discusión). Las fracciones
conteniendo cada una de las proteínas se recogieron por separado, se
concentraron y se desalaron en Biogel P2, equilibrado en ácido acético 50 mM
o NI-14HC0> 50 mM. pH 7,0. El rendimiento de la purificación, en cuanto a la
u-sarcina, oscilé entre 5-50 mg/Ide medio de cultivo, y entre 5-10 mg/1 para la
AFP.
Producción y purificación de RNasa U2 de Uvtilago sphaerogena
Se creció el hongo Cistilogo sphoerogeno CBS 534.7 1 en 100 ml de
PDB, a 30 “0/ durante una noche. Con ese precultivo se inocularon 3 1 de MU
que se incubaron a 30 “0/ durante 100 h. Durante este tiempo se cogieron
alícuotas de los distintos matraces, que se analizaron respecto a su actividad
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frente a RNA a pl-l 4,5. El hongo creció de tbrma desagregada, aunque sin que
llegara a ser en forma dc «lex adura». Excepcionalmente. sc observó que crecía
Formando un micelio en forma (le «estrellas» lilainentosas. y que produc<a
mucha menor actividad ribonucleolítica.
Se separó el medio de cultivo por centrifugación y filtración con dos
capas de papel Whatman 3M en un embudo Búchuer. tras lo que se dializó dos
veces frente a piperazina 20 mM. pH 6,0. La primera etapa de purificación fue
una cromatografía dc intercambio iónico. por lo que al medio dializado se le
añadieron 10 ml de DEAF<—celulosa ([)1732 cíe Whatman). equilibrado en el
mismo tampón, y se agito durante tma noche a 4 >0/ mediante un agitador de
aspas. Liste DEAL se montó en una columna, eluyendo la proteína con un
gradiente, en el mismo tampón. de O a 0.5 M de NaCí. Las fracciones que
contenían la actividad fi-ente a RNA a pH 4.5 se recogieron y concentraron
utilizando Centriprep-3 (Amicon). La -segunda etapa de purificación es una
cro niatografía de penetrabilidad, que se llevó a cabo en una columna de
Sephadex (4—75 (Pharníacia), equilibrada en Nl-! Ato 50 mM. pl 1 45. Las
fracciones con actividad resultantes de esta columna son las chic constitu’yen la
proteína purificada.
Producción y purificación de j-sarcina y sus mutantes en Eseheriehia coli
i~ara la producción de u—sarcina sc utilizaron dos vectores de expresion
diferentes: pETI lb (Novagen). y pINPC, una fornía modificada de
píNlilOmpA (Ghraveb et al.. 1984). Las principales caracteristicas generales
de estos plásmidos se describen en el correspondiente apartado de materiales.
Vector de expresión pINPGxS
El sistema de expresión plNPCu.S permitió Li obtención de n—sarcina
natixa y de stís diferentes formas mutantes. Para ello en &eneral. se crecieron
bacterias RB79 1 conteniendo cl plásmido píNPCuS un medio mínimo con
¿cmpiciiina. L.a incubación se realizó a 30 >0/. durantu 16 horas tras la induccion
de la expresión por adición de 1l’TG a 2 mM. r stc sistema de expresión
produce una proteína de fusión formada por el púpudo sun-al de la proteína
OmpA y la u-sarcina. secretándose u-sarcina madura al espacio periplásmico
(Lacadena et al., 1994). Una vez finalizado el cultivo, las células se
sedimentaron por centrifugación de 20 mm a 5000 g. Las células resuspendidas
en Tris 33 mM. EDTA 33 mM. pH 7.0 (5 ml/g de células). sc sometieron a
ehoque osmótico mediante una primera incubación con sacarosa 40% (5 mi/g
de células) a temperatura ambiente y posterior centrifugación; y una segunda
incubación en agua fi-la. Deesta fornía. se rompió la pared celular, separándose
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la fracción periplásmica del sedimento celular mediante centrifugación. Por
último, se usaron las células mediante sonicación y se obtuvo la ct-sarcina de
la fracción soluble (Lacadena et al., 1994; Lacadena, 1997). Recientemente,
este método de producción se ha mejorado, mediante la coexpresión de la
a-sarcína con tiorredoxina (Oarcía-Ortega et al., 2000). Para ello, se utiliza un
plásmído denominado pT-Trx. que confiere resistencia a cloranfenicol y
sobreproduce tiorredoxina (Yasukawa et al., 1995). Esto se traduce en un
entorno rcdox que permite multiplicar hasta por 5 veces la cantidad de
u-sarcina solubleproducida (Oarcía-Ortegaet al., 2000). Elprotocolo utilizado
esel mismo, con la única variación de que se utilizan células BL2I(DE3), que
albergan tanto pINPGnS como pT-Trx, y que seañade cloranfenicol (34 gig/ml)
además de la ampicilina.
La purificación de la a-sarcina soluble, a partir de las diferentes
fracciones obtenidas, se llevó a cabo mediante una primera etapa
cromatográfica de intercambio iónico en Amberlita IRC-5O, y dos
cromatografías de penetrabilidad en Biogel PíO y Biogel P2, idénticas a 1-as
descritas para la purificación de la variedad fúngica. Las fracciones del eluido
correspondiente a la a-sarcina sc concentraronmediante centrifugación a 4 “C.
utilizando el sistema Centriprep-1O de Amicon, hasta lograr el volumen
adecuado en cada caso. El rendimiento obtenido en la purificación fue dc 1,5-2
mg de «-sareina por 1 de cultivo (Lacadena, 1997), o de 8—lO mg/l si se incluye
el plásmido pT-Trx (Oarcía-Ortega et al., 2000). La proteína purificada se
caracterizo a nivel espectroscópico y funcional.
Vector dc expresión pEil Ibas
A partir del vector comercial pETí lb ~Novagen). se construyó el
sistema de expresión pETI IbaS. Los genes que se donan en los vectores pET
se encuentran bajo el control del promotor del fagoT? (Rosenberg etal., 1987).
Así, en ausencia de la RNA polimerasa del fago T7 la transcripción y, por
tanto, la expresión de los genes. es prácticamente inexistente. Esta
característica convierte estos vectores en sistemas de expresión muy útiles para
la producción de proteínas tóxicas, como es el caso de la a-sarcína.
Consecuentemente, la manipulación del DNA durante el clonaje en este
sistema. se realizó utilizando cepas de E. col!, como la HBIO1. que no
contienen el gen de la RNA polimerasa del fago T7.
Para la expresión con pETí IbaS se utilizó la cepa BL2I(DE3). que
contiene el gen de la RNA polimerasa T7 bajo el control del promotor /ocUV5.
De esta forma. la inducción de la expresión se realiza por adición de IPTO. a
una concentración final 0,4 mM. a un cultivo en LB de células con una OD6<~
en torno a 1,0, y mantenimiento del mismo a 37 00/ durante 4 horas. La
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expresión en células BL2I(DE3) conteniendo el vector pETI IbaS permite la
obtención, al igual cine con pFNl~GuS, de «—sarcina nativa ‘y soluble en la
fracción peripiasmica. Además, tras el proceso dc purificación y
caracterización. el rendimiento obtenido es igual al del caso anterior (lacaclena.
1997). Sorprendentemente, este sistema no se pudo compatibilizar con la
expresión de tiorredoxina (Oarcía-Ortega et al.. 2000). a pesar de que. en
principio, el plásmido pT-Trx fue diseñado para ser eoexpresado con los
vectores de la serie pET (Yasukaxva ec al., 1995).
Producción y purificación dc a-sarcina en Pichiapastoris
La producciónde u-sarcina de?. p¿¿r/or[s- se hizo con las cepas díue mas
proteina extracelular producían, según los ensayos piloto, cje aquellas
transformadas con los vectores pl-lil.D2preuS x’ pi-ID D2preuS(A-2K) (véase
el apartado correspondiente de resultados y discusión). Para ello. se inocularon
2 1 de medio semimínimo tamponado. BMQiY, con un precultivo hecho en ese
mismo tneclio. Tras dos días de incubación a 30 <C?. con abundante aireacíon.
las células se recogieron por centrifugación x sc resuspendieron en 400 ml de
BtvIMY, incubándolos durante dos clíccs más -a la misma temperatura. en
matraces con muescas ‘y tapados con doscapas de tela \-liracloth (Calbiochemí.
reponiendo el metanol a una coneentracion del 0:% (vv) hasta dos veces al
cha. En alguna de las purificaciones, las céltílas incitícidas durante dos días, tras
recoger el caldo de cultivo, sc resuspendieron en otros 400 inI de BMMY
tresco, repitiendo la inducción por otros dos días.
La puri u c<ic ion se hizo con el mis nro escí uema q ~ para la protelna
producida cli 1 gmgonícns - a partir dc todo cl medio extracelular de la(s)
índucciónks) Píta ello, tras parar el cultivo. se centrifugó -para separar las
células ‘y el medio cxtraeelular sc dializó también frente a tampón fosfato de
sodio 50 miAd, ph 7,0, con 0,1 M NaCí, realizando el resto de los pasos de
purificación de forma idéntica, excepto par-a itt concenttación. que se llevó a
cabo por ultrafiltración. utilizando Centriprep—1 O de Amicon (con un tamaño
de selección estimado en 10 kDa).
Producción de RNasa LJ2 en Esúherichia cdi
Una cepa derivada de W31 lO. transformada con piNOl.?, se crecio.
tras un precultivo en medio de triptontí (TB) con tetraciclina. en2 1 dci mismo
medio, hasta que el cultivo alcanzó una (7)0<-» cíe 0.4. en cíue se indujo la
producción de RNasa 02 añadiendo 20 ml de L—arabínosa al 10%. Se incubó
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a 37 “0/ hasta el día siguiente en que se recogió el medio de cultivo,
separándolo de hs células por centrifugación. Se analizó la producción de
RNasa 112 mediante ensayo de actividad frente a RNA y zimograma.
Parii intentar purificar laRNasa U2 producida, se siguieron los mismos
pasos que para la purificación a partir de U sphaerogeno o de P. pos/cris:
cromatografía de intercambio iónico en DEAE-ceiulosa y de penetrabilidad en
Biogel Pb. Además. se llevó a cabo una cromatografía de penetrabilidad
adicional de tipo FPLC en Superdcx 75 HR 10/30 (1 x 30cm). equilibrada en
fosfato de sodio 50 mM , pH 7,0. conteniendo NaCí 0,2 M, utilizando un flujo
de 0.5 mí/mm.
Producción y purificación de RNasa U2 en Pichia pastoris
La primera producción de RNasa 122 en E. pos¿crts se hizo de forma
similar a la de u-sarcina, utilizando la mejor cepa productora y los medios
semimínimos tamponados BMGY y BMMY. Sin embargo, la dificultad de
purificarla de componentes no proteicos que permanecían después de las etapas
cromatográficas ha hecho que las demás producciones se hayan llevado a cabo
utilizrtndo medios mínimos tamponados, BMG y BMM. En este caso, el tiempo
de inducción duró 2 o 4 días, al final del cual se recogió el caldo de cultivo
separándolo del-as células por centrifugación, pero no se volvieron a inducir las
mismas células. Se-analizó la producción de RNasa 122 mediante ensayo de
actividad frente a RNA y zimograma.
Para la purificación de la RNasa 122 obtenida, se utilizó el mismo
esquema, con dos etapas cromatográfleas, que se utilizó para la purificación de
la proteína de U sphoerogene, y que y-ase ha descrito.
Fermentación
lambién se ha intentado la producción de la RNasa U2 por parte de la
misma cepa. mediante fermentación, lo que se llevó a cabo en un fermentador
Biostat E. con una vasija de cristal y acero de 5,8 1. del Departamento de
Microbiología 11 de la Facultad de Farmacia de esta Universidad, en
colaboración con los Drs. Humberto Martín y María Molina. Se siguieron las
directrices de Stratton et al. (1998) y de la empresa Invitrogen.
Se creció un preinóculo de 200 ml de YPD con la cepa que se había
utilizado en los ensayos de producción, incubándolo durante 24 h. Con este
cultivo se inoculó el fermentador, en el que se habían autoclavado 41 demedio
BSM, -añadiéndoles en frío 20 ml de PTM1 y NH4OH -al 25% hasta ajustar el
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pu a 5.0 (unos 100 mí). Durante toda la fermentación, se fijó la temperatura en
30 “0/, cl pH en 5,0 (con adición automática de NHOH al 25%), se añadió
antiespumante (pluriol) cuando se Formó espuma, y se mantuvo la agitación y
aireacíon necesarias para que el oxigeno disuelto fuera al menos del 20%. Se
sacaron ~tlicuotasa lo largo de la fermentación, ev aluándose la concentración
celular mediante peso húmedo y dispersión óptica (OD>J. ‘¡ comprobando que
no había contaminaciones mediante observación microscópica. Li medio de
cultivo, separado por centrifugación. se guardó a -20 “0/ para dctermmar
posterIormente la actividad ribonueleolítica (frente a RNA de levadura) y la
concentración de metanol.
En la primera fase de crecimiento la fuente de carbono fue el gí icerol
incorpoí-ado en cl mecho. 1.-a cantidad de glicerol presente al principio del
cultivo es la máxima (4%) para que no sea tóxica. Cuando este se anotó, se
realizó una segunda fase, en que se fue alimentando con un flujo continuo de
0,5 ml/irÁn de glicerol al 50% (con un 1% de PTM). añadiendo en total 250
ml. Con esta-alimentación adicional se consigue mtíltiplicar la densidad celular
en el cultivo. La tercera fase es la alimentación con metanol (con un 1% de
PTM[), que es el inductor de la expresión dcl “cn recombinante. Esta fase es
distinta según el fenotipo Mut de la cepa utilizad En este caso, sc utilizó una
cepa N4uts, y se aplicó un flujo de metanol de 0 ~ mí/mm durante toda la fase
(le Indluceion. Esta se llevó a cabo diur ant 110 h. al cabo (le los cuales se
recogió el ctíltí\’o.
ti determinacion cíe la concentí it ion dé metniiol la real izaron Nuria
Peña y el Dr. Julio Reviejo. dcl Departamento de Química Analitíca de esta
Facultad, utilizando electrodos anaperométricos compósitos de grafito-ce Flón
en cuya matriz se incorporaron peroxidasa de nabo y alcohol oxidasa de 1’.
paWorrs-, en condiieiones simiLares a las descritas para otrds biosensores
semejantes (Serra et al.. i 999).
9.- Caracterización de las proteínas purificadas
Espectros de absorción en la región 13V-visible
Las medidas espectroscópicas se realizaron bien en tmn
espectrofotómetro Beckman DL7 o bien en uno ~. ~vikon930. Para ello se
emplearon cubetas de cuarzo dc paso óptico dc 0,1 y 1.0 cm. dependiendo del
volumen y concentración dc la muestra. La concentración de las proteínas se
calculó a partir dc sus coeficientes de extinción (tabla 9).
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Tabla 9: Coeficientes de extinción de las proteínas utilizadas
Proteííía E0’~ (280 orn, 1g’crn’) Referencia
u-sarcina nativa 1,34 Gavilanes el al., 1983
FISOQ 1,27 Lacadena el al., 1999
E96Q 1,34 Lacadena et al., 1999
H137Q 1.34 Lacadenaetal., 1995
1-150/H137Q 1,27 Lacadena ci al.. 1999
1-150/1371969 1,27 1.-acadena ci al.. ¡999
AFP 1,76’ Este trabalo
1,590 Este trabajolttA F P
E««~(278 nrn)
Espectros de dicroismo circular
Los espectros de dicroísmo circular se realizaron en un dicrógrafo
Jobin-Yvon MarkIII o en un espeetropolarímetro JascoJ-71 5. Las disoluciones
de proteína se analizaron en cubetas de 0,01 a 01 cm de paso óptico en la
región del 13V lejano (menos de 250 nm) y de 1 cm en el VV próximo
(350-250 orn). Los resultados se expresan como valores de eliptícidad molar
por residuo de aminoácido (eMRW) en unidades de erado x cm3 x dmoV~.
tomando para la u-sareina y la AFP 113 como masa molecular promedio por
residuo, y 109 para la RNasa 122. deducido de sus respectivas secuencias
(Sacco et al., 1983; Nakaya et al., 1990; Sato y Uchida. 1975a; Kanaya y
Lichida, 1986 y 1995). La concentración de proteína empleadapara las medidas
en 1-as regiones del 12V lejano y próximo se mantuvo comprendida en los
intervalos 0,1-0,5 mg/ml y 0,5-1,0 mg/mí, respectivamente. La concentración
de proteína fue determinada por medidas de absorbancia. o bien mediante
análisis de aminoácidos.
Espectros de fluorescencia
Los espectros de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorímetro
SLN4 Aminco 8000C, equipado con una lámpara de arco de xenón de 450 W,
empleando cLíbetas de 0,2 ó 0,4 cm de paso óptico. Las medidas fueron
realizadas a 25 “0/. La anchura de rendija Ñe de 4 nm, tanto para el haz de
excitación como para el de emisión. El voltaje de los canales se ajustó en cada
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caso cíe modo que la señal recibida se encontrase siempre entre los límites
óptimos aconsejados.
Análisis de aminoácidos
Los análisis de aminoácidos se llevaron a cabo con tmn analizador
automático Beckman Modclo 6300. Las muestras se hidrolizaron en HCI 5.7
N con fenol 0,1% (p, x x ;-un leucina como estándar interno (0.2 mi volumen
total) durante 24 horas a 110 0/. en tubos cerrados a vacio. Posteriormente las
muestras se secaron, lix andose a continuación dos veces con 0,2 ml de agua
destihda. Los hidrolmzajos secos se disolvieron en 50 k~1 de tampon N—S(Becl=man)y se aplicaron en el analizador.
Secuenciación automática
La secuencia del extremo ammno de las distintas formas de u-sareína
producidas en P. pos/oms. así como de la AEP y la lf-AFP, se determinó en el
Departamento de Biología Funcional de la Universidad de Oviedo. por parte
del Dr. C?arlos López—Otín. mediante degradación automática de lidman, en un
secuenciador de Fase gaseosa Applied J3iosystems modelo 477A. utilizando el
programa estándar y en presencia de pol ibreno (Farr ct al., 1978+ L.os
derivados ltni Itiohidantoin icos PTI 1) de los aminotie i dios fueron i dientificados
y cuantificados mediante un analizador de Pl FI, modelo 1 20A. de la misma
cas-a comercial (Hewick et al.. 1981).
Llectrotoresis en geles de poliacrilainida
Se realizaron electroforesis en geles tic poliacrilamida en pi-esencia cíe
diodecílsulfato dc sodio (PA(iE--Sl)S) para determinar la pureza dc muestras
proteicas y la masa molecular de las proteínas presentes (Shapiro et al., 1967),
utilizando sistemas de eleetroforesis en placa de la marca Bio-Rad, con un
porcentaje de poliacriiamida:bisacrilamida (30:1) al 15-17%, yen presencia de
SDS al 0.1” u (p/v). Las muestras se disolvieron en tampón cíe aplícacion,
compuesto por Tris-l-1Cl 50 mN4 pH 7,6. EDTA 2 mN4, SDS 1% (p/v). glicerol
10% (y/y) y a=.ulde bromofenol 0.020o (p/x 3. al que se le añadió, cuando se
querían reducir las muestras 2-mercaptoetanol al 5% (y/y) o ditiotreitol (DTT:
p/v) al 0.2%, y sc desnaturalizaron calentando aSO “0/ durante 2Q un, en el
caso de muestras que no se querían reducir. y 15 mm a 95 “0/ para reducirlas.
Las electroforesis se corrieron con una corriente constante de 25 mA por gel
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hasta que se salía el azul de bromofenol (generalmente 45 mm), y se tiñeron
con azul de Coomassie.
Inmunodetección de ci-sarcina y AFP
Los anticuerpos frente a u-sarcina y AlT se obtuvieron a partir de suero
de conejos, a los cuales se les habían inyectado varias dosis de 100 ~tgde la
proteína correspondiente, purificada a homogeneidad. Esta obtención de
anticuerpos se realizó en la Clínica de la Concepción (Fundación Jiménez
Díaz.) gracias a la colaboración del Dr. Fernando Vivanco. La purificación
parcial de los mismos se llevó a cabo en dos etapas. En la primera. se obtuvo
la fracción de lgG mediante una precipitación con sulfato amónico en
condiciones estándar. En la segunda, se procedió it la inmunoprecipitación de
la población «inespecifica». al añadir un usado de E. u-di a una mezcla del
correspondiente suero con PBS-Tween 20 al 0,05% (y/y). La precipitación se
realizó por incubación durante 2 h a 4 “C, durante las cuales se mantuvo una
constante agitaciónsuave, y posterior centrifugación a 10000 g. Estaoperación
se realizó dos veces. El lisado de E. cdi se obtuvo tras sonicación exhaustiva
de un cultivo saturado de células conteniendo el plásmido adecuado, sin el
correspondiente gen de la proteína recombinante. Los anticuerpos así obtenidos
se guardaron alicuotados y congelados a -20 “0/
La inmunodetección se llevó -a cabo mediante transferencia de las
proteínas contenidas en un gel de PAGE-SDS a una membrana lmmobilon
(Millipore). La transferencia se realizó en un -aparato de transferencia LKB.
durante 1 h a 0,9 mA/cn< de gel, en tampón Tris 48 mM, Gly 39 mM, SDS
U0375% (p/v) y metanol 20% tv/x’). Posteriormente, larnembranrt se saturó en
PBS con leche en polvo desnatada al 3<> u (p/v) durante 2 h. A continuacion. se
incubó con anticuerpos frente a u-sarcina o AFP, convenientemente diluidos,
durante 3 li. Tras un lavado con PBS-Tween ¿tI O.5~ o (y/y), se incubó la
membrana con un anticuerpo específico para la fracción constante de las lgG
de conejo (Bio-Rad). diluido 1/3000 en PBS-leche al 0,10 o (p/v), durante 1 h
a temperatura ambiente. Estos anticuerpos se eneimentran combinados con
peroxidasa lo que permite visualizarlos al añadir el reactivo correspondiente,
que se vuelve coloreado bajo la acción de la enzima. El revelado se realizó por
adición de la solución de revelado que contiene terrahidroclorato de
3,3-diaminobeneimidina (DAB) 0.03% (p/v) y LEO. 0,0160 o (y/y) en tampón
PBS. Un-a vez aparecidas las bandas coloreadas, la reacción se paró por
ínmersmon en agua destilada.
88 Métodos
Detección dc proteinas glícosiladas
Este experimento se llevó a cabo paradetectar la presencia de proteííns
glicosiladas en medios extracelulares obtenidos a partir de cultivos de Pichio
poswris-. Este ensayo se basa en la reacción de la concanvalina A con los
restos de manosa dc las proteínas ¿licosiladas (Hsi et al., 1991). Las
condiciones en cítie se hizo son las descritas por B-ttanero et aL. (1994).
Las muestras de los medios extracelulanÁ sc iplícaron en geles de
poliacrilamida al 17%, en presencia dc SDS -al 1 o Después de realizada la
electro loresis, uno de los geles se tiñó con azul dc 0/oornasste. y con cl otro. en
el que se habían aplicado por duplicado las ni uestias se procedió a una
transferencia a immobilon como va ha sitio descrita. Esta membrana de
lirmobilon con las proteínas transicrídas se dividió en dos partes iguales. ls-ti
unit de ellas se llevó a cabo una inmunodetección, revelando aqtíellas bandas
que reaccionan con los anticuerpos frente a la u—sarcina. La otra parte de la
membranase sumergió en solución fijadora (TBS con 2% polivinilpirrolidona)
dLmrante tmna hora, incubándose después una hora con concanavalina A
biotinilada (10 ag/ml) en 135 con 2% polivinilpirrolidona. La membrana se
lavó entonces con TBS con 0,1% Triton Y-lOO. y sc incubó con el reactivo
ABC de Vecíastain (avidina y peroxidasa dc nabo biotinilada). diluido 1:400
en 1135 con 1% pol~vín~lpirrolídona. durante 30 mm. La concanavalina A.
unida a las gí icoproteinas. se reí-el (5 con «05% ( p/v- ) 32 —dlialninobencidina—
1-IGl yO.03% (y/vI FEO2 en TBS. li-asta observar las bandas de color. Sc detuvo
entonces la reacción sumergiendo La membrana en agua.
Reducción y carboxiamidometilación
Para reducir los cuatro puentes disulfuro tic la AP?. y mantenerlos
sep¿uados mediante la carboxiamidometilación (le los urupos tiólícos
expuestos, sc clesanturalizo la AlT (a 10 mg/ml) mediante incubación durante
1 h a. 37 “0/ cii tampón Tris-MCI. pl-! 8.0. conteniendo EDTA 2 mM y cloruro
de guanidinio 6 lvi. Para reducir los puentes. se anadió Dfl a una
concentración final 70 mM (aproximadamente 10 veces más cantidad molar
que los puentes a reducir). incubándose a fl - C dtmrantc 90 mm. Se añadió
entonces yodoacetamida a una concentíacion final 0,7 NI. ineubándose en
oscuridad ¡20 mm a 37 “0/. La proteína se purificó entonces mediante
cromatografía de penetrabilidad en una colLmmna dc Biogel P2 (Bio—Rad)
etítmilibracla en 1—JAcO 50 mM. y sc 1 Ji izó. El contenido de
carboximetilcisteina en la proteína modificada sc determmnó mediante análisis
de aminoácidos.
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Digestión con proteasas
Entre 10 y 50 nmol de AFP nativa se utilizaron en cada tratamiento
proteolítico, según las condiciones expuestas en la tabla 10, utilizando enzimas
compradas a Boehringer M¿tnnheim, excepto la tripsina, que era de
Worthington.
Tabla 10: Condiciones de digestión de AFP con distintas proteasas
Proteasa Relación en
peso
enzima:sustrato
Tampón Incubación Otros
trata
mientos
Tripsina ¡ :100 Nl ¡4HCQ 0,3 M, pf-l &0 37 ‘C. 24 h
SV-8 1:20 NH4I-1C03 0,1 M, pH
8,0, EDTA 2 mM
30 ‘C, 24 h
Termolisina 1:6 NH4AcO 0,5 [vi,CaCI,
0,2 mM
65
0C-, 3 h ó
80”C, 16 h
Proteinasa 1< 1:5 37”C24h *
Pronasa 1:5 37”C,24h *
Pepsina 1:20 TFA 0.1% 37 ‘C, 16 h **
Carboxi-
peplidasa Y
1:50 N-n-ietilmorfolina 0,2 M,
pH 8,1
37 ‘C t
.3 ubti lis i na 1:2 37 “C, 3 hN11
411CO~ 50 mM, pl-l
8.5, sin Ca
2
* la AFP se disolvió en Tris-HCI 50 mM, pH 8.2. CaCI. lO mM NaCí 150 mM, y se
hirvió dtirante 30 mm, tras lo cual se enfrió en hielo antes de echar la enzima.
* * Previamente, la AFP se hirx-ió durante 30 mm.
Sc cogieron alícuotas a 2, 15. y 24 h de reacción, que se precipimaron por adición de
sulfosalicilato al 50% y NaQil 1 M, analizándose el contenido en aminoácidos de los
sobrenadantes -
HPLC en fase inversa
La cromatografía mediante l{P-HPLC. tanto de la AFP como de las
formas de u-sarcina purificadas de P. postoris, sc llevó a cabo en un aparato
Svstem (icíd de Beckman. con una columna tlltrosphere (5 am) de Beckman,
eluyendo 1¿t proteína con un gradiente lineal entre O y 25% de B en 30 mm, con
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un flujo dc 1 mí/mm. 1-II disolvente inicial era TEA al 0, i%. B era TEA al
0,1% en acetonitrilo.
Determinación tic la masa molecular por cromatografía de penetrabilidad
Se determinó lamasa molecular dc la AFP y la lf-AFP nativas mediante
cromatom¿í-aFía de penetrabilidad en un sistema LPLC (¡‘harmacia), con una
columna Superdex 75 HR 10/30 (1 x 30 cm). equilibrada en fosfato de sodio
50 mM, ph 7.0. conteniendo NaCí 0,2 M, utilizando un flujo de 0,5 mí/mm y
una mezcla (le protetnas de masas moleculares conocidas: albúmina de smero
bovino (66,2 kDa), ovoalbúmina (45.0 RDa). mioglobina (1 7.8 kDa) y
citocromo 0/ (le caballo (12,3 kDa).
Programas bioinformáticos utilizados
Las estructuras tridimensionales de las proteínas se visualizaron y
estudiaron con los programas Rasmol (www.umassedti/microbio/rasmol),
(lime (www.mdhi.eom/download/chime20clown html). 8w/ss PDB viewcr
(0/mex y Peitsch, 1997: ww-w.expasy,ch/spdbv/). ¡nsight 11 (Biosym
Technologies) o N4olMol (www.mol - biol .ethz.ch/wuthrich/softvare/molmol/).
utilizando las coordenadas del PI)B o las proporcionadas por el Grupo cíe
Lspectroscopía de RXIN del Instituto de ítstrLlctura de la Materia del 0/SIC.
antes dc que fueran depositadas en dicha base de (latos.
El alineamiento de secuencias (le DNA o proteínas sc llevó a cabo con
el paquete (KG 9 (Wisconsin (-iroup), o mediante el programa 0/lustalW
(Thoínpson et al., 1 994a) instalado en el servidor del Bicopeon Bíoiui/brtnotics
!nsíiLu/c (FBI: ‘~ wxx-2.ebi.accmk/clustalw/i. El alineamiento según la estructura
tridimensional sc ha hecho con el Svuís-s Ff313 v/c’a-er (Gtme< y Peitsch. 1997;
www.expasy.ch/spdbx-/) - La edición gráfica cíe los alineamientos se ha
realizado con el programa(ienct)oc (\-vwwcrikcomuí---ketchcmp/genedoc.slltnt.
Se construyó un árbol filogenético con las secuenmas dc DNA de las
ribotoxinas obtenidas, y con los fragmentos equivalentes de las va conocidas.
utilizando el programa WET (Javier Dopazo, IDI SA). mediante el método
UPEiMA a pam-tir de una matriz de distancias de JuRes y Cantor realizada por
el mismo programa.
El árbol filogenético de las RNasas microbianas extracelul¿tres, se ha
realizado en el servidor del FBI, al realizar el alineamiento cíe las secuencias
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de proteínas de las proteínas maduras con ClustalW (www2.ebi.ac.uRi
clustal w/).
La predicción de La existencia de un péptido señal y su sitio de corte se
hizo con el servidor SignalP (Nielsen et al., 1997; www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/), utilizando la red entrenad-acon secuencias cucariotas. La predicción
de sitios de glicosilación en Ose realizó con el servidor NetOGlye (Hansen et
al., 1908: www.cbs.dtudk/services/NetOClyc/)
10.- Ensayos de actividad antifúngica
Los ensayos de-actividad antifúngicay antibaeteriana de la AFP y la lf-
AEP los llevaron a cabo la Dra. Belén Patiño y la Prof. Covadonga Vázquez,
dcl Departamento de Microbiología de la Facultad de Biología de la
Universidad Complutense, mediante el método dc dilución en agar, utilizando
distintos medios en función de los organismos ensayados (tabla 11): PDA (agar
de patata y dextrosa) para hongos filamentosos, YMA (agar de morfología de
levaiduras) para las levaduras, y agar de Muller-Hinton para bacterias.
Se prepararon suspensiones de los microorganismos en agua estéril
conteniendo lO> cfu/ml (cfu: unidades formadoras de colonias), que se
utilizaron para inocular los cultivos. Se utilizaron concentraciones de AFP
desde 0.006 hast-a 1,133 mg/mí, incubándolas con los hongos y levaduras a 30
C durante 48-72 h, o con las bacterias a 32 “0/durante 24 h. La concentración
mínima inhibitoria (MJC) se define como la concentración de antimicrobiano
que causaba la inhibición completa del crecimiento después de estos periodos
de incubación.
11.- Ensayos de actividad ribonucleolítica
Se han utilizado dos tipos de ribonucleasa.s en esta Tesis: unas, las
ribotoxinas, son muy específicas, pero poco efectivas frente a RiNA «desnudo»;
la otra, la RNasa 122. es mucho menos específica, pero mucho más activa frente
al RNA en general. Por ello, a pesar de que compartan un mismo tipo de
actividad catalítica, ha habido que emplear una muy diversa variedad de
ensayos. a~daptándolos para los dos tipos de RNasas.
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Tabla ti: Microorízanisu}os usados en ensayes de actividad antitúnaica
Organismo Número(s) de colección
1,-whodenna KOi-iitig¡¡ U FN] A2 19
ha /io&1&wniói ¡ictrz¡antíui IbM A2 1 7
Peow¡//iuín ¡>UP/)tttO <É?uIIIdI liB[viA 575
ÉuYat,iírn ox vspO¡-um Fet la, Fbi 1 tj, FoL 2, <en 13 x’ Fol 39—87
Pen¡ciffium /i-equenums fi FM A 569
Pe;¡ic¿¡¡i-¿ut-í chi- i’.so<etIlo-a 11 FM .4.575
Peilld-ñ/iUtti CIlt35Y) genuní ti/ECl 2306
-lspergul/zís níger 11PM A48 3
~4spw—gí1¡us/iuvus lB 1147
.4S2&i4.’i¡¡iíS fiar-as .13 1 057
Asperp ¿¿¿es p«aa/en» MDII ¡ 8894
CUíIÚICI¿I ¿l¡hIC>ÁI+S C Y C 1146
f¡hocíouíLí ¡a í¡e±vynosa ti/Y ti 1 ti)24
Piehia ínemnI9l-anaJúc-iens GYC 1 070
Sacó bat cnn cercvi,s-¡ae tiYC 1058
Sa<~hc,roní C.01411U5 c~c 1 057
SaIníone¡ia en/eri¿ttis
L?a-zIh¡s síí¡,/dís
issCfai U [liii ¿0/1
[‘se lío/otilo! 711% C1Ct~UgitlO5 Ci
A-ho-roca ú&-ii.~ ¡tite ¡¿Y
Seo-al¡a ti-;¿¡reesceas
Staphy-¡o-o c.c u.S- dureII»
Io¿los los mi cIoorQai> ismos sc ohLiv i eren de la colccci en del t)cpartaniente dc
Microb:ole<¡oí de la flocuLad de 3 lolecia dc la Univursidad Complutense. exccpto -1
g4íole¿¡s. que fíe una donación del Dr. >7 Ende It :í:ix’ersicfríd de LIíime. Japeíu.
No es fácil disponer de un ensayo de actividad sencillo y cuantíkitivo
para las ribotoxinas. FA sustraro natural sería en ese caso el ribosoma, en el que
rompe un sólo enlace fbsfodidster. Esta reaccion con el ribosoma es. cíe hecho,
su ensayo más específico y caractenstico, \‘ se tú-ti en nuestro laboratorio desie
hace tiempo como control de la. ¿tetividad específica de las ribotoxinas
pí-oducidas. anto silvestres como muradas. Durante el trabajo dlue aquí se
presenta. sc ha adaptado este ensayo, además, para detectar la producción de
ribotoxinas en cultivos cíe hongos. Otros grctpos utilizan también un ensayo con
un oligorribonucleotido sintético de 35 bases, que comitiene la secuencia del
lazo dc sarcina/ricina (SRL), s’ que se marca radiactivamente al sintetizarlo.
Iras la reacción con la ribotoxina.. se separan los dos Ñamzmnentos de RNA
Métodos 93
mediante electrofoí-esis. pudiendo cuantificarse las bandas de la
autorradiografia (lindo et al.. 1990 y 1091). Sin embargo. es un ensayo muy
laborioso en su realización y muy caro. además de no -aportar apenas ventajas,
por lo que no se ha usado en los experimentos descritos en esta Tesis.
Las ribotoxinas, aunque algo especiales, son ribonucleasas. Y este
grupo de enzimas ha sido ampliamente estudiado, por lo que se han
desarrollado muchos ensayos de actividad posibles, que han permitido además
estudiar con detalle su mecanismocatalítico. Sin embargo, este tipo de ensayos
con sustratos ribonucleicos menos específicos no se habianusado apenas para
las ribotoxinas, por lo que una de las tareas del trabajo que aquí se describe ha
sido la de adaptar alguno de ellos para su utilización con las ribotoxinas. Por
ejemplo, la reacción frente a. homopolinucleotidos, combinada -además con la
electroforesis en presencia dc SUS, ¡oque resulta en el Llamado zimogram~u El
otro es la reacción con el sustrato más simple, un dinueleotido, en la que para
detectar los productos formados ha habido que recurrir a la separación por
crom-atografia..
Actividad frente a ribosomas
La actividad ríbonucleolítica de ¡a u-sarcína se determinó por la
liberación del fragmento u, tras incubación de la a-sarcina con un usado de
reticulocitos de conejo libre de células (de la marca Promeg). como describen
La.my y Davies (1991). Este lisado (50 al) se trató con 20-100 ng de u-sarcina
nativa en Éamnpón Tris-HCI 40 mM. KCI 40 mM, EDTA 10 mM, pl-l 7,5,
durante 15 minutosa temperatura ambiente. La reacción se paró por adición de
0.25 ml de Tris-HCl 50 mM, SDS 0,50 o (p/v). pH 7,5, incubándose la mezcla
5 minutos a temperatura ambiente. La extracción del RNA se realizó en fenol
saturado en agua y posteriormente se precipitó con alcohol isopropílico. Este
RNA se analizó en gel de agarosa al 2,40o (p/v) en tampón TAL con
formualcíehído al 16% (y/y) y se visualizó mediante tinción con bromuro de
cli dio,
Adaptación para esporas de hongos
Con esta adaptación se pretendió desarrollar un método rápido de
análisis de la presencia de ribotoxinas en cepas de hongos filamentosos,
intentando detectar su actividad específica, por la liberación del fiagmento u
(Sehindíer y Davies. 1977), -aunque a. veces esto no es posible por la presencia
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de otras actividades ribonuclcoliticas, menos específicas. que degraden en
mayor medida el rRNA.
Para. recoger las conidiosporas. se a~gitaror cultivos de los hongos en
Pt)A en tubos inclinados con tmna solución de Twcen-80 al 0.01%. Las
suspensiones así formadas se acitaron exhaustivamente y se centrifugaron
brevemente Se incubaron 3 V1 (leí sobrenaclante con 3 ~t1dIc lisado cíe
reticulocitos dc conejo (Promega.). durante 5 mm a 37 “0/, pa.rándose la
incubación con 0,5 LII de 51)5 al 10%. Para extraer el RNA, se añadieron 7 4
de PCi y 20 V1 de TE. pl-l 8.0, siempre mezclándolo bien. Tras centrifugar, se-
cogieron 15 ul de la fase acuosa superior, que se mezclaron con 0,5 V1 de
tampón de aplicación de electroforesis, incub indiolo a 95 “0/ duiante ~mm. con
la lapa abierta (procurando siempre que no sc scque la muestra) 1 ~smuestras
así preparadas sc aplicaron en un gel dc a’arosa al 2 % para clccrrokresís,
observándose los distintos RNA. inclimido cl ¡ra”mento a. Se hicicí on también
controles sin muestra, y-con 50 ng de mitomlína purificada secun esta descrito
(Kao y Davies, 1995).
Zimograma frente a homopolinucleotidos
La detección in situ de la actividad de enzimas previamente separadas
por electroforesis en geles de poliacrilamida se ha utiliz ido desde hace varias
décadas para proteinas muy distintas. F.ste tipo cíe cnsa\ os se conocen como
«zímogramas». Este método presenta varias veiiita.~as pucs un sólo ensayo
puedie servir para. analizar, además dc la cantidad dc cnnma presente, su
homogeneidad o stí posible contaminación por acto, íd ides similares, aunqtme
estén presentes en muy pequeñaproporción. Además se ptmede usar tanto para
extractos bio lo fi cos crudos como para las enz mas purificadas.
Sin embargo, cuando la electroforesis se hace en presencia (le SDS. en
condiciones desnatcmralizantcst hay una dificultad añadida para poder realizar
este tipo de detección, que es la necesidad de renaturalizar la enzima, lo que no
siempre es posible. En el caso de las ribonueleasas, especialmente las
secretadas y consideradas como «dioestivas» (p. ej. las de la superfamilia de la
RNasa A en mamíferos o las de la TI y T2 en microoruanísmos). como suelen
ser enzimas mm— estables y fácilmente replegables (al menos, si no se reducen
sdms puentes disulibro). se han podido desarrollar con cierta facilidad este tipo
cíe ensayos.
Se habían descrito en la década de los- ochenta de forma detallada
(aunque ya se usaban desde antes) dos tipos dc zimograma para RNasas. En
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uno de ellos se colocaba encima del gel, tras la electroforesis, una capa de
agarosa con el RNA embebido. Tras una incubación, se detectaba el RNA no
degradado que permanecía en la agarosa ([‘homas y 1-lodes, 1981). Este método
ha sido aplicado durante esta década para zimogramas tras isoelectroenfoque,
utilizando bromuro de etidio embebido en 1 agarosa con el RNA, para detectar
las actividades de RNasa (Yasuda et al., 1992; Nadano et -al., 1993) o de su
inhibidor, poniendo el contacto el gel y la agarosa con una niembr~tna
impregnada de RNasa (Nadano et al., 1995).
El otro método consiste en embeber el RNA directamente en el gel de
poliacrilamida donde, dado su gran tamaño, no se desplaza durante la
electroforesis. tras la cual hay que eliminar el SDS para renaturalizar las
proteínas, e ineubrlo en un tampón y a tina temperatura adecuados. El RNA
no degradado se detecta. portinción con un colorante de ácidos nucleicos. como
el azul de tolcmidina. Este método fue descrito en detalle por Blank et al., que
utilizaron el isopropanol en disolución acuosa tampona& para eliminar
eficazmente el SDS (Blank et al., 1982). Estos autores también utilizaron
distintos RNA para detectar RNasas de distinta especificidad (Blank et al.,
1975). Más recientemente, el grupo de ribonucleasas de la Universidad
Autónoma de Barcelona ha desarrollado más posibilidades prácticas de este
ensayo (Bravo et al.. 1994)
Se planteó la posibilidad de adaptar este ensayo para la u-sarcina, lo que
sería de utilidad, tanto para determinar la presencia de la enzima al producirla
en sistemas de expresión nuevos, como E. cdi o E. pastoris, como para
determinar su grado de pureza, especialmente en lo que concierne a pequeñas
contaminaciones por otras RNasas menos específicas pero mucho más activas
frente a RNA (esto era especialmente importante para poder llevar a cabo
ensayos de actividad catalítica con sustratos distintos del ribosoma). Este
ensayo también permitió evaluar la capacidad catalítica de los distintos
mutantes de n-sarcina(siempre contando con Las limitaciones del método, entre
las cuales está el necesario paso de renaturalizción de la enzima), así como
compararla con otras ribotoxinas.
El método descrito por Bíank et al. ya se había usado en nuestro
Departamento para detectar RNasas. tanto ácidas como alcalinas (García
Segura, 1985), por Jo que fue un buen punto de partida para aplicarlo al caso
de las ribotoxinas. A la hora de elegir el sustrato, había que considerar la
especificidad de la a-sarcina frente a RNA «desnudo», en el que corta tras bases
púricas, adenina o guanina (Endo et al., 1983). Por tanto, parecía mejor, para
intentar atmmentar lacapacidad de detección, utilizar un homopolinueleotido de
bases púricas. en vez de RNA aislado de fuentes biológicas. Así, ha usado
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sobre todo ácido poliadenílíco, poli(A). aunque también se ha probado
recientemente ácido pollinosínico. poii(Q, cuya respuesta. es mejor (Kao et al..
1998). En los primeros ensayos se hizo la incubación catalítica. (paso 4) a pH
7.5: desde que se descubrió que la a-sarcina era tina RNasa ácida, se han hecho
incubando a pH 4,5. Así, se han conseguido detectar hasta 0,1 Vg dc (t-sarclna.
pura. aunque las bandas se ven mejor aplicando entre 0,5 y 1.0 pa.
También se ha utilizado este ensayo pa.ra el estudio de la RNasa 122.
Como ésta también tiene especificidad por bases púricas y su plí optimo es
ácido, se ha usado también poli(A) y tampón acetato a pM 4.5, aunque se
obtiene una sensibilidad mayor, dada su mayor actividad específica frente al
RNA.
Procedimiento
Los geles se prepararon como habitualmente para PAGE—SDS. pero
rtnadiendo el homopolinucleotido. polí(A ) o poli(l), a 0.3 mg/mI en el gel
separador. Las muestras sc preparai-on en el tampón de aplicación de
electroibresis habitual. pero sin agente reductor, x’ se calentaron aSO “0/durante
20 mm, y la aplicación y desarrollo de la electroforesis fueron los usuales. Para
la detección de las actividades ribonucleoliticas, el gel se sometió a las
siguientes incubaciones, utiliz~tndo unos 100 mnl cíe cada solución:
- 2 x 15 mio en Tris—MCI 10 mM pH 7,5. temperatura ambiente.
2. 2 x 15 mm en Tris-MCI lO mM pH 7.5. 25% isopropanol.
temperatura ambiente
3.2 x 15 mio en Tris-lid It) mM pH 7.5, temperatura ambiente
4. 1 h, en Tris-HCI 0,1 NI. pH 7,5. óNaAcO 0,1 M, pH 4.537 00/
5. 10 mm, en Tris-lIC 1 10 mM pH 7.5. temperatura ambiente
6. 15 mio en azul de toluidina 0,2% en Tris—liC! 10 mM pil 7,5.
temperatura ambiente
7. Lavados con ac’ua para destenir, hasta conseguir el grado de contraste
adecuado.
Se ha. observado que el primer paso se puede eliminar, sin peijuicio de
los resultados obtenidos.
Actividad frente a RNA de levadura
Este ensayo de actividad ribonucicolítíca se basa en la medida de la.
producción de pequeños oligonueleotidos o mononucleotidos solubles en
medio ácido, en presencia cíe acetato de amollo, ya qrme el RNA de gran tamaño
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precipita (MacFayden, 1934). El sustrato empleado fue RNA de levadura
repuriñeado mediante sucesivas precipitaciones en acetato de sodio. Este
mmsmo ensayo se puede hacer también sin la sal de uranilo. en cuyo caso
precipitan oligonucleotidos de mayor tamaño; de hecho, el tamaño límite por
encima del cual se produce laprecipitación depende de la acidez dcl medio, de
la concentración de la sal de uranilo y de la composición de bases del
oligonucleotido concreto (I)ickmrtn y Trupin, 1959). En esta Tesis, esteensayo
se ha utilizado únicamente para la RNasa U2, ya que la u-sarcina presenta una
respuesta muy pobre (Martínez del Pozo et al., 1989).
Procedimiento
En esencia se ha seguido el método descrito por Blackburnct al. (1977)
con ligeras modificaciones, para poder comparar mejor la actividad específica
con la descrita anteriormente para la RNasa 122 (Rushizky et al., 1970). La
muezcía de incubaciónestándar estaba formada por 50 V1 de tampón 0,5 M KCI,
0.25 M Na.AcO, 0,25 M Tris-IlCí, 25 mM EDTA (normalmente a pH 4,5, para
medir la actividad de la RNasa 122; cuando se midió actividad de RNasa 121 en
la purificación a partir de Ustilago sphoerogcna, se hizo a pH 7,5), 25 V1 de
agua y 25 V1 de una disolución de albúmina de suero bovino al 0,10 o (p/v) en
agua destiLada. A esta mezcla se a,ñadieron 25 V1 de la muestra a medir.
Siempre se hicieron duplicados de cada muestra.
La mezcla (125 Vi) se preincubó a 37 “0/ durante al menos 5 minutos.
Después se comenzó la reacción por adición de 125 V1 de una disolución de
RNA de levadura a 4 mg/ml en agua destilada y una rápida y enérgica
agitación, tras la cual se incubó a 37 “0/ durante 15 minutos. Transcurrido este
tiempo se detuvo la reacción añadiendo 250 [tI de ácido perclórico al 10%
(y/y), conteniendo acetato de uranilo al 0250/6 (pív). mantenido en hielo y
usado como agente precipitante. La suspension resultante se acitó
vigorosamente y se mantuvo en baño de hielo durante al menos 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, los tubos se centri fugaron a 14 000 g durante 15 mm
a 4 “0/. Se tomaron 400 gtl del sobrenadante obtenido y se diluyeron 10 veces
con agua destilada, midiéndose su absorción a 260 mm A este valor se le restó
la absorbancia de una disolución resultante de sustituir, en el proceso seguido.
la muestra por acua destilada o tampón (que suele dar una A
960 en torno a 0,15).
Unidades de actividad
Se definen 100 unidades de actividad como la cantidad necesaria de
enzmma para producir una variación de A,60 de 1. en las condiciones arriba
descritas. Esto es, para calcular las unidades de-actividad se multiplicó por 100
el valor de la variación de absorbancia obtenido respecto -al ensayo en blanco.
La linealidad del ensayo se mantenía. al menos hasta valores de A960 bruta (sin
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restar la dcl ensayo en blanco) dc 0.6 (ficura 18). Cuando la. A0~,1, es mayor de
ese valor. se puede evaluar el ensayo para comparar unas muestras con otra.s del
mismo ensayo, pero no se puede cuantificar bien la actividadí presente.
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Figura 18: Linealidad
camitidades de RNasa 1J2.
del encavo de actividad frente a RNA de levadura para distintas
La actividíadí específica. se caiculó dividendo por la A=,~>cíe la mn uestra.
o por la concentracion masica de proteína, determinada por análisis de
ammnoacidos.
Preparación del sustrato
Con el un cíe optimizar las condiciones del ensayo de actividad, el
st;strato se sometió a un proceso cíe purificacIón (García -Secura, 1985). (ion
ello se pretende eliminar los contaminantes presentes en el RNA comercial
(iones. glucanos. etc) así como fragmentos de RNA de pequeño tamaño
molecular, que alteran la valoración cíe la actividad de RNasa.
El método de íiurificación es el que se detalla a continuación: 100 g de
RNA de levadura Tora/o (tipo VIde Sigma) se disuelven lentamente en 500 ml
de ¿tena destilada, Para posibilitarlo se añaden alícuotas de NaOl-l 1 Nl. de
manera que el pH final sea próximo a la neutralidad, y procurando que en
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ningún caso el pH sc eleve por encima de 9.0. Durante todo el proceso, el
medio se mantiene a 0-4 “C en baño de hielo. La disolución neutralizada se
enrasa a 1 Litro con agua destilada y se somete a precipitación salina, por
adición de acetato sódico y ácido acético hastauna concentración final 3 M de
acetato sódico y un pH de 5,5. De esta forma se obtiene una suspensión de
color pardo. que se mantiene a -20 “0/ durante una noche. El gel formado se
recoge por centrifugación (13000 g, 30 minutos, -20 00/) y sc redisuelve en 1
litro de agua destilada. El proceso de precipitación se repite dos veces más. El
precipitado finalmente obtenido se redisuelve en 500 ml de agua destilada, y
se le añade L litro de etanol, previamente enfriado a -20 “0/. La suspensión
resultante sc mantiene a esta temperatura durante una noche. El precipitado
blanco sc recoge mediante centrifugación en las condiciones ya descritas, se
redisuelve en EDIA 25 mM y se dializa frente a 20 volúmenes del mismo
medio (2 cambios x 6horas). A continuación, se dializa frente a 20 volúmenes
de NaCí 0.15 M (2 cambios x 6 horas) y. por último, frente a QQ volúmenes de
agua destilada. (3 cambios x 6 horas). LI material dializado se lioliliza (se
obtuvieron 2,8 g) y se conserva en este estado, a -20 “(/, hasta su utilización.
Actividad frente a dinucleotidos
Para cuantificar la actividad de las RNasas utilizadas en este trabajo
también se han empleado dinucleotidos (ApA y 0/pA) como sustrato. Es
importante destacar que en este tipo de ensayo se está analizando la capacidad
mínima de estas enzimas para hidrolizar un enLace fosfodiéster. Ambas
enzimas, en condiciones naturales, actúan frente a un polirribonucleotido. Es
decir, sc debe asumir que cuando se emplearon estos ensayos lo que se analizó
fueron las características esenciales, mínimas, que permiten a la RNasa U2 y
a. la u-sarcina romper enlaces fosfodiéster dcl RNA.
En el caso de utilizar el ensayo par-a determinar las constantes catalíticas
de la RNasa 122 purificada. se usó la reacción con ApA, registrando la
variación espectrofotométrica de la misma, según describen Yasuda e Inoue
(1982). Esta determinación no es posible con la u-sarcina, dada la escala de
tiempo en que transcurre la reaccion.
Las reacciones se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de 1 cm de pasoóptico, registrando la A ~. en ofotómetro Beekman DU640, equipado
un espectr
con un portacubetas con sistema Peltier. para termostatizar la cubeta, a 25 “0/.
Fi volumen total de reacción era de 800 V1~ aplicando primero 400 4 de
tampón NaAcO 50 mM, pH 4,5. conteniendo NaCí 0.1 M, la cantidad deseada
de ApA en tampón NaAcO 50 mM. pH 4,5 (sin NaCí), y el volumen del mismo
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tampón neceasrio para sumar 780 V1. Sc registró la A-)~2 durante un minuto
aproximadamnente para comprobar que era estable, tras lo cual se añadió la
enzima en 20 4 del tampón sin NaCí, registrándose la A9<, durante 10 mm. Se
usaron concentraciones de enzima en la reacción en torno a 200 nM. 1.a
concentración de ApA se determinó a partir del espectro de absorbanema,
utilizando un coeficiente de extinción molar ~ \,t¡cm, y se usaron
en las reacciones concentracionesentre 1 t) y 60 gM y cubetas de distintospasos
opticos para evitar que la absorbancia fuese mayor de 1,0.
La velocidad de cada reacción se calculó a partir de la pendiente. según
la variación del coeficIente cje extinción, An,« ,r4320 ,VL7cm1. calculado encondiciones similares (Vasuda e lnoue, 1982). Sc hicieron reacciones por
duplicado para distintas concentraciones de sustrato. manteniendo tija la
concentración de la enzima. Previamente, se había comprobado que para ese
intervalo de concentraciones de sustrato la velocidad era directamente
proporcional a la cantidad de enzima aradida, La. constante de Michaelis (K~
1)
y La. velocidad máxima (vj se calcalaí-on secrun el modelo de tvtichaelis—
Menten. ajustando mediante regresion no lineal, usando el programa SiumaPlot
v5.0 (Jandell. los valores obtenidos a [a ectiacion hiperbólica.
En el caso de la o.—sarcina y cíe sus diferentes mutantes. como se
describe ene] apartado de resultados y discusión, hubo que adaptar un método
de separación por l-IPLC, a partir del descrito por Shapiro et al. (i986>. Esta
forma. de medir la reaccion tiene el ineon ven iente de dIme lleva mucho tiempo
pero presenta la ventaja de que se puede cuantificar la aparición de cada uno
de los productos. por separado.
Los tampones empleados para la. reacción fcteron Fris-HCI. fosfato de
sodio o acetato de sodio en concentración 50 mM, conteniendo 0,1 lvi NaCí y
=mM EDTA, ajustados al pH necesario. En el tampón se disolvía la enzima
(entre (.5 y 10 ttM) y el dinueleotido (ApA o GpA). la concentración de
dinucleotido se calculó segúnlos coeficientes de absorción descritos (Osternían
y Walt 1978). Se realizaron siempre los correspondientes controles smn
enzima. Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, durante
distintos tiempos, en el rango dc 10-20 h. deteniendo la reacción mediante
congelaci~n en aire iícíuido. La separación de los productos se hizo en un
cromatoerafo de i-IPLC/ Sus-tun <So Id de l3eckman, equipado con un detector
modelo 166 y una columna Kromasil lOO 0/18 (5 qm, 0.46 x 15 cm). de fase
inversa. La eLación se llevó a cabo a temperatura ambiente con un gradiente
lineal de 35 mm en el que se pasaba, con flujo dc 1 mí/mm. de ta.mpón fosfato
dc potasio 100 mM. p¡-l 7,0. a. tttmpón fosfato de potasio 90 mM. pH 7,0, con
32.5% de metanol. la detección de los picos se llevó a cabo por absorbanema
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a 254 nm, cuantificándolos con el programa Beckman Sywtern Goid. El árcade
los picos se relacionó con la cantidad de los diferentes productos, mediante
calibración con compuestos estándarescomerciales. Laconstante de Michaelis
(KM) y lavelocidad máxima (v~,¿ se calcularon segúnel modelo de Michaelis-
Menten, ajustando mediante regresión lineal de una gráfica de dobles inversas.
según el procedimiento de Lineweaver-Burk.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
A - Detección y caracterización de nuevas
ribotoxinas
Una de las principales cuestiones que quedan sin resolver, respecto a
las ribotoxinas fúngicas representadas por la u-sarcina, es la de dilucidar cuál
es su función biológica. Es decir. ¿para qué producen los microorganismos este
tipo de proteínas? Con el fin de contribuir a la resolución de esta pregunta, se
decidió abordar un estudio sistemático acerca de su distribución en el reino de
los hongos. En este sentido, aunque las primeras ribotoxinas, «-sarcina,
mitogilina y restrictocina, fueron descubiertas en los años sesenta, hasta 1990
no se había descrito ninguna otra. En estos últimos años, sin embargo, se ha
avanzado de forma muy significativa en este sentido. gracias tanto al trabajo
que se presenta a continuación, como al anteriormente realizado por nuestro
grupo de investigación(Wirth eta)., 1997) y por otros (Arruda et al., 1990; Lin
et al., 1995 y 1997; Parente et al., 1996; Huang el al., 1997). Como se
demuestra a continuación, se puede decir que las ribotoxinas son un grupo de
proteínas extendido entre los hongos filamentosos y. por tanto, no parece que
sean simplemente una rareza evolutiva como se creía anteriormente.
El interés de este trabajo de descubrimiento de nuevos genes hay que
enmarcarlo, además, dentro de la consideración de que estas proteínas sean un
ejemplo de ingeniería natural de proteínas (Kao y Davies, 1995 y 1999). Según
esta hipótesis, a partir de una ribonucleasa ciclante no específica, como pueden
ser la RNasa TI o la U2. se habrían ido adquiriendo elementos añadidos de
estructura que les permitirían aumentar su especificidad hasta dirigirse
específicamente a la inactivación del ribosoma e, incluso. translocarse a través
de algunas membranas celulares. Seria precisamente la adquisición de estas
nuevas funciones biológicas lo que habría dirigido la evolución de estos uenes.
Con este propósito se estudiaron toda una serie de distintas cepas del
género Aspergil/ns, y de otros relacionados con él (Peniciflium, Necsartorya.
Hémicavpente¡es). con respecto a su capacidad de producción de ribotoxínas.
Estas cepas estaban conservadas en el Department ql Mierchiology and
Immunology de la University ofBrítísh Columbia porlos Drs. lidian Davies y/o
Barbara Diii. El resumen de los resultados obtenidos, explicados a
continuación, se muestra en la tabla 12
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Tabla 12: Resultados dc la detección de ribntoxinas en diferentes cepas de bongos
filamentosos. Los números de las cepas son los mismos que en la tablaS.
In muno-
Cepa Southern PCR Agtividad ensayo
1 Ispc¡ afluí cr¡ gunwí.ís MDII 1 8894 -r + -~ vid
2 Aspee gP/vs sp”cintcus NRRL ¡0 + *
3 Aspe; gui/vs gzyinreus NRRL 1780 nd +
4. Aspe; g¡//uá <pan/cus NRRL 4763 vid —
5. Asper pi/luí vwídinnrans + (1)
6. >Is¡>ii <~//¡n /t¡mflígútUs 4 - vid
7. Aspe “¡Pus SP ~ ml
8 , Aspergí/las sp vid vid
O 4spc’¡ crí//vi ‘Jisclic¡1 — mi
Itt Aspergí/luí tesIs/oua MII)l-1 ¡34621. vid ¡ vid vid
II .A spc¡ pi/tus ahíncas 2 vid
12. Neos ¿ir/o; tú; glabra vid
Ii 4 pse ¡ “i¡ñis nÑ/ulcsvis (C52008) — - vid (2)
4 4 5/201 Vil/lIs flUVSI» — vid nd
1> 4spe¡ “-<tus vii~ sc NRRL 447 - - od vid
16 4 wc¡ “¡llus JíuIJ&N - - vid vid
17 1 ‘pu gi//vs aluiaceus NRRL 398 — - - mi
18 Ispe;g¡lbn ¡u/cus — vid vid
lo. Hcmicúupen/e/cs - - vid nd
LIC ¿¡vi ¡II ).430pL.íS
20. Penictiltun; /iOlú¡/2.¡ttl — ¡íd ¡íd
21. /‘iitlWl¡t¡ilIl1 Huí¡e uní vid nd
vid: no dctcvininado. >-: detect.ado. —: vio detectado.
1) presencia dc ribonuclcñsas no-especiticas
(2) bandas de alta masa molecular
En primer lugar, se aislé el DNA genénsico de todas estas cepas y se
hibridé, mediante transferencia de tipo Southern. con el gen codificante para
la u-sarcina madura (sin el intrón) marcado radiactivarnente. Este experimento
reveló la presencia de un solo gen. que podria ser el cte tina ribotoxina. en II
de las 20 cepas analizadas (figura 19). Algunas de ellas, que ya se sabia que o
expresaban. como la cepa MDH 18894, la productora de u-sarcina. o la NRRL
10. productora de gigantina. se usaron corno controle: positivos.
Para confirmar la presencia de estos genes de ribotoxina. se diseñaron
dos oligonucleotidos. correspondientes a zonas altamente conservadas en la
secuencia de las ribotoxinas conocidas hasta entonces. Con estos dos
oligonucleátidos se amplificaría, en los genes hasta entonces conocidos, un
fragmento de 273 ph. que comprende los aminoácidos 38 a 128 en el caso de
la a-sarcina (figura 14). fa amplificación mediante PCR se llevó a cabo
bajando en sucesivOs ciclos la temperatura de hibridación (estrategia
íouchdown: Don el al., 1991: Roux y llecker. 1997). para aumentar la
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Figura 19: Transferencia de tipo Southern de los DNA fúngicos digeridos con las enzimas
indicadas, usandocomo senda la secuencia que codifica la u-sarcina madura marcada con 32P.
En el caso de las especies no identificadas de Aspergí//ns, el número entre paréntesis es el
mismo de las tablas 8 ‘y 12. En el carril «sar» se cargó el plásmido conteniendo la sonda,
probabilidad de qute los oligos empleados hibridasen con las zonas deseadas.
attnque la coincidencia de secuencias no fuese absoluta. Los resultados
obtenidos (figura 20) fueron coherentes con los experimentos de hibridación.
detectándose una banda de tamaño similar á ladel fragmento del gen sar en las
mismas cepas en que se babia detectado por hibridación. Las cepas cuyo DNA
no reaccionaba a la hibridación daban bandas distintas, inespecíficas, tras la
PC R.
Además de ensayar la presencia del gen, también se quiso probar la
producción de las ribotoxinas por parte de las distintas cepas, no sólo para
confirmar los resultados, sino para estudiar si el gen correspondiente se
expresaba en condiciones similares a las del gen sar. Fi ensayo más fácil era
la inmunodetección de las ribotoxinas producidas en el medio líquido en que
se detecté originariamente la a-sarcina (Olson y Goerner, 1965). Se hicieron
estos cultivos líquidos, por duplicado, utilizando 6 cepas en las cuales ya se
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Banda
ribo taxio. a
habia detectado el gen, además de la cepa deÁ. ni¿luíans como control Figura
20: Análisis de las PCR dc detección de ribotoxinas. La banda correspondiente a la secuencia
de las ribotoxinas está marcada con una flecha. .1 gig. esA. gigaínew=.
necativo. Con alícuotas del medio extracelular recotido al cabo de 70 horas de
cultivo (tras dos preinóculos de 24 horas) sc llevé a cabo una
inmunotransferencia de tipo Western usando anticuerpos policlonales frente a
la o.-sarcina (figura 21). Sc detecté una banda similar a la a-sarcina en las 6
cepas en que sc habia detectado el gen. También se detecté una banda
Inmunorreactiva de menor masa molecular en el cultivo de A. gi~anÍcusNRRL
4673, que se podría explicar por la hidrólisis parcial de la proteína. Quiza mas
curiosa es la presencia de una banda débilmente inmunorreactiva de mayor
¡nasa molecular en el crUJí yo de A. ;-zi¿í¿í/úínx.. Dado que en esta cepa no se hab Li
detectado el gen de ribotoxina. esto se podría deber a otra proteína extracelular
que comparta algún determinante antigénico con la u-sarcina. De hecho, en otro
estudio similar llevado a cabo por el grupo de Alan Lin en Taiwan (Lin et al..
1995), los cultivos dedos cepas dc Aspergí/las (/1. asperesccns CCRC32I 17
y A. jiavus CCRC32 140) daban también una ligera inmunorreaclividad frente
al suero anti—o.—sarcina, aunque no se detectaba la presencia del gen en dichas
cepas.
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Figura 21: Ivimunodetección de ribotoxinas en medios extracelulares de cultivos de las cepas
indicadas. Se han utilizado anticuemos obtenidos frente a la u-sarcina. A. gig. es A. g/gantevs.
Finalmente, los resultados se contrastaron mediante un ensayo de
actividad específica de ribotoxinas. consistente en hacer reaccionar con
reticulocitos una suspensión que contiene mayoritariamente esporas de los
hongos. Posteriormente, se extrae el RNA y se comprueba la presencia del
fragmento u, producto de la hidrólisis específica del RNA 285 por las
ribotoxinas. La producción de restrictocina se ha asociado a la fonnación de
conidióforos (Brandhorst y Kenealy, 1992; Yang y Kenealy, 1992b); por eso,
al recoger tas esporas en una suspensión, era muy posible que se pudiera
detectar la actividad de las ribotoxinas. Se analizaron las suspensiones de
esporas de 6 cepas, tanto de aquellas en las que se había detectado el gen como
de las que no (figura 22). En las cepas en las que no se había detectado el gen
(P. nahauun. A. aluweeus) tampoco se observó el fragmento u. En el resto, sc
detecté claramente el fragmento en cuatro de ellas (A. giganteas MDIJ1 8894,
A. giganteMí NRRL 10, A. fumiga/us), aunque también se observaba algo de
degradación inespecífica. En el caso de A. viridinutans, lo único que se
observaba es la degradación inespecifica, por lo que no se pudo observar si se
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producía el fragmento a. Esta degradación inespecífica se podría explicar de
varias formas. Por una parte, ya sc sabe que las propias ribotoxinas. que en
co.ncentraciones pequeñas son altamente específicas, ~oncapaces de hidrolizar
extensivamente el RNA citando están en mayores conccntracio.nes (Endo et al.,
1983). Por otra parte, también hay que considerar que sc manejaron
suspensiones de cultivos, enriquecidas en esporas, en las que podría haber otras
RNasas no específicas. De hecho, para A. ci¿¿vatus. hongo cercano
filogenéticamente a;1. viridinutans y del cual se han descrito cepas productoras
de clavina y c—sarc¡na (Parente et al.. 1996; 1 luana et al. 1997). también se ha
descrito la producción de otra ribonucleasa extracelular, específica de guanina
y dc la subfamilia dc la 1 1.. la RNasa CC (Bezborodova et al., 1983). Por tanto.
la mayor deeradacién que se observa en el caso de U riridinu/ans se puede
deber a la presencia de otra RNasa extraeclular menos específica que la
correspondiente ribotoxina. pero más activa.
fragmento u
Figura 22: Ensayo de actividad de esporas dc las cepas indicadas. La flecha señala la banda
correspondiente al fragmento u liberado especiticamente por las ribotoxinas. ..••¡. gcíg. es A.
gí.g«Míe¿¡.5.
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Este último ensayo tiene el valor añadido de ser la primera vez que se
demuestra que es posible detectar la presencia de ribotoxinas mediante el
empleo de esporas. Se trata, pues, de un método válido, sencillo y reproducible
de detección de la presencia de ribotoxinas en hongos filamentosos, aunque
presenta el inconveniente de laposible degradación inespecífica dc los rRNA.
El sicuiente paso. de cara a analizar los genes detectados, fue el de
secuenciar los fragmentos obtenidos por PCR. Se hicieron reacciones de
secuencia con los fragmentos purificados y los oligos usados para la
amplificación. Todos los fragmentos obtenidos resultaron ser de la misma
longitud, y sin ningún intrón, lo que está de acuerdo con los fragmentos
similares de los genes que ya se conocían (figuras 23 y 24). La mayor
diferencia observada fuc de un 12n o, lo que muestra también la poca
variabilidad presente entre los distintos genes de la familia.
Finalmente, estas secuencias se utilizaron para realizar un análisis
filogenétien de todos los fragmentos similares conocidos (figura 25). Según
este análisis, se pueden establecer tres grupos dentro de la familia dc
ribotoxinas. En uno de ellos estarían la restrictocina, la mitogilina y AspE.
junto con algunas ribotoxinas nuevas. de A. Jischeri, A. glaucus y Neosar/orya
glabra (que son idénticas o muy parecidas a la mitogilina). Un segundo grupo
sería el de las ribotoxinas de A. elavatus. clavina y c-sarcina. así como la deA.
víridína/aus. El tercer grupo sería el de las ribotoxinas producidas pordistintas
cepas de A. giganteus, siendo la u-sarcina y la gigantina las más características
de este grupo. Uno de los resultados más llamativos de este análisis es que las
seis seevtencias de ríbotoxinas del género Penicillium obtenidas por el grupo de
Alan Lin (Em et al., 1997) estarían dentro dc este último grupo, lo que sugiere
que estos hongos del género Fcnieillíum estarían más cercanos a algunos del
género Aspergillus que los miembros de este género entre sí, o al menos los
genes de sus ribotoxinas. --
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Figura 23: Alineamiento de las secuencias de DNA de los fragmentos de riboíoxinas
obtenidos por PCR, así como de los fragmentos equivalentes de los genes de ribotoxinas
publicados anteriormente. (.) representa residuos que están conservados respecto a lasecuencia
del gen de la u-sarc¡na.
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Figura 24: Alineamiento de las secuencias de aminoácidos deducidas de las secuencias
genómicas obtenidas, así como de los fragmentos equivalentes de las secuencias de ribotoxinas
publicadas anteriormente. (.) representa residuos que están conservados respecto a lasecuencia
de la a-sarcina.
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Figura 25: Árbol filoseviético construido con las secuencias de nucleotidos de la figura 23.
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La escala es.- en porcentaje de distancias de Jukes N’ Cantor.
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La hirsutelina A, ¿un intermedio evolutivo?
La hipótesis de que estas ribotoxinas sean un producto de ingeniería
natural (Kao y Davies, 1995) es bastante sugerente y, a la vista de los datos que
se van conociendo acerca de esta familia, parece ir confirmándose. Sin
embargo., si estamosviendo realmente los productos finales dc dicha evolución,
y si, efectivamente, estos genes han evolucionado a partir de un gen primitivo
correspondiente a tina RNasa de la superfamilia de las ribonucleasas
microbianas extracelulares (quizá de tina RNasa específica de guanina o de
purinas), sería lógico pensar que debe haber intennedios evolutivos que hayan
ido adquiriendo sólo algunas de las regiones extra que les han proporcionado
las actividades afiadidas que presentan las RNasas.
Un estudio evolutivo similar se encuentra bastante más avanzado en el
caso de las RNasas de mamíferos de la superfamilia de la RNasa A, donde se
han establecido des grandes familias de genes, la de la RNasa A y la de la
RNasa seminal bovina (Benner et al., 1997). Esta última familia de proteínas
presenta @anciones biológicas añadidas (al igual que las ribotoxinas; D’Alessio
etal.. 1991), y el análisis de la evolución entre las dos familias (que incluye la
p)-esencia de mutaciones que no se manifiestan funcionalmente de modo
inmediato, puesto que hay genes duplicados que no se expresan) ha permitido
identificar, por ingeniería de proteínas, los determinantes de la secuencia que
son responsables de la diferencia estructural y funcional entre las dos familias
(Ciglie et al., 1998; Opitz et al.. 1998).
lino de estos posibles intermedios se encontró al analizar la secuencia
de la hirsutelina A (HtA). una proteína extracelular producida por el hongo
entomopatégeno 1-1/rstite/La tl-zonipsonii. De acuerdo con los trabajos
publicados, se trataria de una proteina con propiedades biológicas similares a
las de las ribotoxinas (Vey et al., 1993; Liu et al., 1996). En concreto, estaba
descrita su actividad citotóxica. su capacidad para inhibir la biosíntesis de
proteínas. y su actividad ribonueleolítica específica que producíaun fragmento
de unos 500 pb al ensayaría frente a ribosomas cucariotas (Liu eL al., 1996). El
cDNA que codiflea para estaproteína se había donado y secuenciado, pero los
autores de ese trabajo, aun conociendo estas homologías funcionales con las
ribotoxinas. no dedujeron ninguna homología de secuencia con ninguna otra
proteína, incluyendo a las ribotoxinas u otras RNasas microbianas
ex tracelulares.
Se alineé la secuencia de aminoácidos deducida de lasecuenciadescrita
del cDNA de la HtA con las de las ribotoxinas más representativas (cz-sarema.
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gigantina. clavina y restricto cina), así como con otras RNasas microbianas, la
11 y la U2. y sise encontró una homolocia muy sianificativa entre la IltA ylas
otras RNasas (figura FOL). De hecho, la 1-itA presenta más del 25% dc
identidad de secuencia al compararla con las ribotoxinas Además. los residuos
catalíticos de toda la superfamília están alineados en la HtA. en la que
corresponderían a His4~ 01u66. l--lisl 13. También se alinean las cuatro
cisteinas supuestamente implicadas en los dos ímen.tÉ~ disulfuro (Boucias et al..
1998) con las de las ribotoxinas. y las cinco hebras de la potencial lámina 9
principal, presente. en todas las proteínas de la superfamilia.
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Figura F015: Alivicamiento de las secuencias dc aminoácidos de ribotoxinas representativas
(u—sarciya. g i cantina. c mv ma x- restrictoci na ), !~ i usatel ion A 11-1 tA) y las RNasas no c itotóxicas
J2 y TI - Los recuadros gases y negros indican los es iduos conservados cvi al menos cuatro
o las siete secuenckus, respectivamente.
Sin embargo. si se considera la secuencia completa, las diferencias
frente a las de las ribotoxinas son grandes en comparación con las existentes
entre éstas. Estas diferencias se encuentranen los lazos añadidos a laestructura
general de las RNasas microbianas extracelulares. en lo.s que la HtA presenta
también diferencias con las RNasas inespecílicas. Por tanto, quiza nos
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encontremos ante un intermedio en la evolución de estas proteínas, aunque
también podría tratarse de una proteína que ha adquirido similares funciones,
pero por evolución independiente.
Por último, hay que añadir que se ha encontrado una proteína, también
con las funciones de una ribotoxina, en otro hongo entomopatógeno,
Mcu¡rhizizmni anisopline. aunque se desconocen más detalles sobre ella
(Raymond StLeger, comunicación personal), por lo que no se puede precisar
todavía si sería también un intermedio evolutivo o quizá una proteína más
cercana a las ribotoxinas.
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B - Mecanismo de producción y secreción
Clonación y producción de u-sarcina en Pichiapastoris
Una de las cuestiones más intrigantes que permanecen sin resolver es
aquella de cémo se protegen los hongos filamentosos frente a la acción de las
propias ribotoxinas que producen. 1-fax que recordar que la secuencia
conservada del lazo sarcinalricina (SRL). está presente en todos los ribosomas
conocidos, incluidos los de distintos Aspergilil. ~ se ha demostrado que éstos
son sensibles a la acción de las ribotoxinas (Miller y Bodley. 1988). liastael
momento cíe la realización de este trabajo. se habían planteado tres hipótesis.
Por un lado. se postulaba que los hono=osproducían unos precursores
ribonucleolíticamente inactivos y que. tras la proteolisis. sólo la forma final
madurasería activa: a esta conclusión se había llegado tras la donación del gen
s’ su expresión heteróloga en distintos hongos (Lamv x’ Davies, 1991: L-amv et
al., 1992: Kao y Davies. 1995). Alternativamente, los mismos autores
proponían que sc coprodujese un inhibidor especifico. de forma similar a como
sueedecon laproducciónde laeolicinaE3 (Boon. 1972; Bowman etal.. 1971)
o de la barnasa y su inhibidor, barsíar (Harrley. 1989 y 1997) y como también
ocurre con la familia de las RNasas de mamíferos (revisado en Hot’steenge.
1 otra a expresíon en S?í¿-charúnzvúes 0(1.0 vLsiae de997). Por parte. y tras 1
distintos mnutantes de restrictocina en los que se modificaba su péptido señal,
se apuntó que el paso determinante podía consistir en la óptima
compartirnentación celular (Yang y Kenealy, 1992a); estos autores, sin
embargo. no fueron capaces- de producir proteína activa en 8. cerevíszae.
Tampoco sc había conseguido purificar hasta la fecha ninguna dc las formas
precursoras para poder descartar alguna cíe estas hipótesis.
Cuando en nuestro grupo se abordé la producción de wsarcina en E.
0<)!!, inicialmente se intentó con el cDN~-\ original completo. incluyendo stt
péptido líder. Sin embargo. no fue posible la expresión de este gen hasta que
no se modificó dicho péptido por cicle la proteína bacteriana OmpA (Lacadena
et al.. 1994), lo que está de acuerdo con los distintos requisitos que conforman
procariotas (Von 1-leíjne y Abrahamsén. 1989).los péptidos señal cucariotas y
Pero lo más destacado era que la imposibilidad de producir la proteina se
correspondía con la muerte de tas bacterias cuando se inducia el promotor que
regulaba el gen. lo que sugería que la ribotoxina sin procesar sería activa, va
que se estaría produciendo pero, al no reconocerse el péptido señal, no se
secretaría y permanecería en el citoplasma. actuando sobre los ribosoinas. A
una conclusión similar habían llegado Yan« y Kenealv (1 992a) tras la
donación del gen de restrietocina en 5. ecrevisiae. Para confirmar aleuna de
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estas hipótesis. y para poder disponer de un sistema alternativo de producción,
más parecido al original, se planteó la donación y expresión del gen de la
ct-sarcína en un sistema cucariota. Ya se habían descrito varios intentos de
producción de ribotoxinas, tanto en hongos Aspergi/h (Lamy y Davies, 1991;
Wnendt el. al., 1993; Brandhorst et al., 1994) como en 2. cerevisiae (Yang y
Kenealy, 1992a), pero con muy escaso éxito. Por eso, se decidió abordar la
producción heteróloga de u-sareína en la levadura metilotrófica P. pastoris.
Para conseguir la producción en P. pas’/oris, se amplificó mediantePCR
la secuencia codificante de la a-sarcina, sin intrón y con su péptido líder, a
partir del plásmido pOMPAuS (Lacadena et al., 1994). Primeramente se
hicieron dos construcciones, denominadas pHJLD2preaS y pHILS 1 preuS, que
se detallan en el esquema (figura 25). La primera de ellas, pHILD2preuS,
incluía el cDNA codificante para la cí-sareina entera, con su péptido líder
original (prepro-u-sarcina) y su codón de iniciación, colocado bajo el control
del promotor del gen AOl’] de P. pastoris. En la segunda de ellas.
pHlLSlpreuS, la seduencia señal de la fosfatasa ácida de la levadura estaba
fusionada a la secuencia codificante de esta prepro-u-sarcina. Esta segunda
construcción se hizo con la pretensión dc que se produjera en el medio
extraceluiar el precursor completo de la proteína, para así poder purificarlo y
caracterizarlo, ya que se ha descrito que las levaduras generalmente inician la
traducción en el codón ATO más cercano al extremo 5’ del mRNA. Sin
embargo, esto no fue así, como se explica más adelante.
laOS dos vectores descritos, pHILD2preuS y pH1LSlpre~S, se
l.ineahzaron con ?votl y Bg/Il. respectivamente, para obtener fragmentos cuyos
extremos fueran los del gen ¡¡OX] de la levadura y que incluyeran el gen a
expresar y el gen marcador, 11124. De esta forma, al transformar la cepa 05115.
que presenta una mutación en el gen 11124 (genotipo his4), se favorece la doble
recombinación homóloga en la que se sustituiría el gen AOXL de la levadura
por la construcción insertada en la célula. Se brtsca favorecer este tipo de
integración frente a otras que son siempre posibles (y que en algunos casos
también podrían servir para la producción de la proteína), conao la integración
por recombinación en HIS4 porque, si sc da la sustitución en A OX]. se anula
la funcionalidad de este gen y cambia el fenotipo de la levadura, que pasa a
depender sólo de un segundo gen de alcohol oxidasa. AOX2, para su
crecimiento en metanol, que se hace mucho más lento. Por eso, se habla de un
fenotipo MuÚ (de medianol utilization - slow) en vez de Muí. Lo que se hizo,
pues. tras la transformación y selección de las células transformadas en medio
mínimo carente de histidina, fue crecer las colonias obtenidas en placas de
medio mínimo con glucosa o metanol como fuentes de carbono. Las levaduras
que crecían más lentamente en metanol pero crecían normalmente en glucosa,
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eran las que presentaban un fenotipo Mut~, debido en principio al
reempiazamiento del gen A OX].
El siguiente paso fue ensayar la capacidad de producción de u-sareina
recombinante por parte de las cepas seleccionadas, lo que se hizo creciendo las
células en medio con glicerol como única frtcnle cíe carbono y transflriéndolas
después a un medio con metanol sustituyendo al glicerol. En este segundo
medio apenas crecen (sólo tienen el producto del gen A 07<2 para metabolizar
el metanol), pero se induce el promotor que regula la proteína recombinante.
La detección de las proteínas producidas se llevó a cabo mediante
ínmunotransferencia. tras PAGE-SDS. de los medios extracelulares de
producción. En todas las cepas de fenotipo (His’ Muí) ensayadas, se
observaron dos bandas inmanorreactivas. Una cíe ellas migraba como la
u.—sareína funníca madura y la otra. era ligeramente mayor (figura 26V pero no
o suficientemente grande eonío para que pudiera corresponder a la forma
prepro—u—sarcinacon su péptido senal completo. La única diferencia observada
entre ambas construcciones genéticas fue que las células transformadas con
pi-llLD2preriS producían más proteína recombinante, ya que las bandas se
podían obserx ar también tras tinción de los geles con azul de Coomassie, Y no
sólo mediante inmunodetección.
LIna de estas cepas transtbrmadas con pl--llLDZprerxS se seleecionó pata
llevar a cabo una producción a mayor escaía de la proteínas. Con un esquema
de purificación prácticamente idéntico al utilizado para la proteína fungica
natural, y- partiendo del medio extraceluiar obtenido después de inducir en
medio con metanol. se obtuvo una fracción que contenía la mezcla de ambas
proteínas inn.~unorreacfivas y- ribonueleolitieam.ente competentes (figura 26).
Sin embargo. no fLte posible separarlas en cantidad suficiente tras la utilizacion
de distintas alternativas eromatográficas. ni siquiera mediante RP—l-IPLC. Se
opto entonces por caracterizar la mezcla. con el propósito cíe averiguar a qué
se o y- asi poder eliminaría dedebía la presencia de la proteína cíe mayor tainañ
las preparaciones.
Aunque la u-sarcina fúngica natural no está glicosilada, no se podía
descartar a priori la adición de azúcares corno una de las posibilidades para
explicar la presencia de la banda inmunorreactiva de mayor tarnaúo, ya que la
ruta de secreción en levaduras está muy relacionada con los mecanismos de
glicosilación (C.regg el. al.. 1993:.Kukuruzinska et al., 1987). y éstos n.o son
iguales en los hongos filamentosos y en las levaduras: ni siquiera se conservan
entre las distintas levaduras. Sin embargo, finalmente se descarté esta hipótesis,
puesto que la secuencia consenso de N-glicosilación no se encuentra en la
u-sarcina (Kukuruzinska etal.. 1987: Sacco et al.. 1983) y, además, ninguna de
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las dos proteínas recombinantes reaccionó con la concanavalina A, lo que
indicaba que no había tampoco modificación por manosas.
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Figura 26: Caracterización de la u-sareinapurificada del cultivo de células deP. pastoris. .4:
ccl resultante de P.AGE-SDS, Unción con azul de Coomassie: 1: patrones de masa molecular
preteñidos (Bio-Rad); 2: 1.0 ug de u-sarcina fúngica; 3: 0,5 sg de las proteínas aisladas de
cepas transformadas con pHlLD2preu.S; 4: 0,5 ‘g de ta proteína aislada de cepas
transformadas con pHILD2preuS(A-2K); 5:1,0 ~igde la misma proteina. B: lnmunodetección
con anticuerpos frente a u-sardina de las muestras 3 y 4 del panel A. C: Zimograma frente a
po¡i(A) a pH 2,5 de las muestras 3 y 4 del panel A.
Se pensó entonces que la explicación más plausible debía ser algún
defecto en el procesamiento proteolítico postraduccional de la proteína. Por
este motivo. se obtuvo la secuencia del extremo amino de la mezcla de las dos
proteínas, que reveló la presencia de la proteína madura y de otra forma con
seis aminoácidos más en el extremo amino. Estos seis aminoácidos forman
parte del péptido pro de la u-sarcina (fi gura 27). Este procesamiento parcial se
podría explicar por la saturación de la proproteina convertasa encargada de
llevarlo a cabo. Normalmente, esta enzima seria la homóloga de Kex2p de 2.
d-etúvisiaQ. aunque este paso no parecía haber sido un problema en otras
sobreproducciones de proteína que necesitaran de un corte similar (lluecas et
al., 1999). Otra explicación posible era que tuviese lugar un reconocimiento
sólo parcialmente efectivo de la secuencia de corte por dicha endoproteasa
análoga a Kex2p. Como se explicará más adelante. Kex2p suele cortar tras un
sitio dibásico Lys-Arg (Julius et al., 1984), aunque estos no son los únicos
1 2
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elementos de reconocimiento para su actuación. Así, todo sugería que la 
presencia del par Ala-Arg en el extremo carboxilo del pkptido pro de la 
a-sarcina hacía que no fuera bien reconocida por la convertasa de la levadura, 
aunque sí debe reconocerla la convertasa propia del hongo, como se discute 
más adelante. 
¿DPAP? 
(Golgi) 
‘AlK...TA 
secuencta secuencia 
seiíal 
a-saxmadura 
Wasa 
Pro 
Kex2p 
Figura 27: Esquema del procesamiento proteolítico del precursor de la cc-sarcma. En cursiva, 
la numeración de la secuencia del precursor; en letra normal, la numeración de la secuencia 
según la proteína madura. La secuencia señal sería cortada en el retículo endoplásmico (RE) 
por la peptidasa señal (SPasa) entre Ala 19 y Val 20, dirigiéndose la proproteína al aparato de 
Golgi, donde quizá se corte por una dipeptidil aminopeptidasa (DPAP) y, seguro, por una 
proproteína convertasa, probablemente homóloga a Kex2p 
Para comprobar esta hipótesis, se construyó un tercer vector, 
denominado pHILD2preaS(A-2K), en el que se reemplazó la Ala en posición 
-2 respecto a la secuencia madura de la proteína por una Lys, en el vector 
pHILD2preaS, con lo que se establecía el par dibásico Lys-Arg en la secuencia 
de corte por la proproteína convertasa (figura 27). Al transformar células 
GS 115 con este vector, seleccionar las que presentaran fenotipo Mut” e inducir 
su producción, ahora sí que se obtuvo en el medio extracelular exclusivamente 
la a-sarcina madura (figura 26). 
Una de las colonias obtenidas por transformación con este vector se 
escogió para producir, en medio compuesto (BMGY y BMMY) y a mayor 
escala, proteína madura recombinante. Se purificó a homogeneidad de acuerdo 
con su comportamiento en electroforesis y HPLC, y por presentar una sola 
secuencia del extremo amino, con un rendimiento de aproximadamente 1 mg 
de proteína pura por litro de cultivo de inducción. Dicha secuencia, además, 
se correspondía con la descrita para la a-sarcina madura. La proteína así 
purificada mantenía su integridad estructural con respecto ala a-sarcina nativa, 
de acuerdo con sus espectros de absorción UV, de dicroísmo circular (figura 
28) y su composición de aminoácidos. Asimismo, se ensayó su actividad 
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ribonucleol itica específica frente a ribosomas (figura 29), en la que se produce
el fragmento a tras reacción con retículocitos de conejo, en la misma medida
que con la a-sarcina madura fángica.
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Figura 28: Espectros de CD en el LV lejano (A) y próximo (B) de la u-sardina fúngica (línea
continua) ~ obtenida a partir de una cepa de E. pastorís transformada con
pHll<fD2preuS(A-2.R) (línea discontínua).
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Figura 29: Ensayo de actividad específica de la u-sarcina purificada de E. pastoris. 1: 60 ng
de u-sardina fángica; 2: 60 ng de u-sarcina de ana cepa de E. paswris transformada con
pl-itt.D2preuS(A-2K); 3:120 ng de la misma muestra; 4: control negativo de a-sarcina
Todos estos resultados, además de permitir la sobreproducción de
P. pastoris, sirvieron para extraer una serie de
A
rí-sarcina madura en
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conclusiones acerca de su mecanismo de producción, que se discuten a
continuación.
La secuencia señal dc Aspergillus es reconocida en Piehia
A la hora de plantearse la producción y secreción de proteínas
heterólogas en un organismo cucariota como P. pas¡oris. es importante tener
en cuenta la secuencia señal que se hade utilizar. Si bien las secuencias señal
tienen un patron comun a todos los organisn.~os cucariotas. no tOdias SO!)
intercambiables entre ellos (Von bIci jne y Abrahamsén,, 1989). De hecho, sc
han descrito casos de secreción en Ji pastoris usando la propia secuencia señal
de la proteína heteróloga. pero también otros casos en que no se ha conseguido
secretar la proteína más que usando alguna secuencia señal ya probada en
Píe/ifa. lJna regla que parecería lógica es aquella según la cttal euaiito más
relacionados ftlogenéúeamente estén los organismos implicados, irás probable
será que sea reconocida ].a sectíencia señal, aunque la experiencia dice que. en
realidad, no sirve de mucho si no se comprueba para cada caso particular.
En lo que a la situación aqul descrita se refiere, hay que comenzar
recalcando cómo el único intento de producción cíe una ribotoxina en levadura.
la restrictocina en Sac¿harornvees cejevi.s-iae. falló precisamente porque no se
eonsetruía la secreción efectiva y cuantitativa de la proteína. Esta resultaba
tóxica para las células píodueiioras, excepto ectando se prodctcian mutanres
catalíticamente inactivos (Yang y Kenealy, i992a).
Por el contrario, del trabajo aquí presentado se despretíde que la
secuencía señal de la (í-sarcina. proveniente de un hongo Aspergílius-, sí es
efectivamente reconocida por la levadura /‘. j.x<sÑ.nís. La proteína naciente en
el ribosoma debe ser dirigidia. por tanto. mediante la ruta dic tí-auslocacion
cotradt.iccional. al retículo endoplásmico para continuar allí la traducción x
poder seguir la ruta de secreción. Por eso las células transformadlas con los
plásmidos pUlí .D2preuS y pl-liLD2prenS(A-2K) producen rí-sareina
cxtracclular sin problemas dic toxicidad. En el caso dIc las células transformadas
con pI-IILS 1 preuS. hay dos secuencias señal fusionadas, por lo que la cuestión
no es tan sencilla. En primer lugar, parece obvio que. en contra de lo que se
pretendía, la producción de prcpro-ri-sarcina no tiene lugar., por lo que no se
reconoce simplemente la secuencia señal situada en 5’. la de la fosfatasa ácida.
Por otra parte. también hay que descartar que sc reconozca una secuencia señal
que sea una «fusión» de las dos secuencias, pues las secuencias señal presentan
un patrón. bien delimitado dIc longitud, incompatible con la longitud de la suma
de las dos secuencias (Von l-i.eijne, 1985). Si sólo sc obtuviera la proteína
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madura, no sepodría discriminar cuálde las dossecuencias señales la utilizada,
puesto que las proproteina convertasas soncapaces de cortar secuencias pro de
muy distinta longitud, siempre que presenten una secuencia de corte adecuada.
Sin embargo, en este caso, al obtener la forma madura y una forma pro, similar
a la que se ha detectado en el caso de la proteína ftingiea (Endo et al., 1993a y
es lógico pensar que la secuencia señal que se utiliza es lapropia del hongo,
por lo que no se traduciría la secuencia señal de la fosfatasa alcalina. Se han
obtenido resultados similares usando el plásmido pHlL-Sl con la secuencía
señal dc la enzima conversora de angiotensina testicular (ACE.~-) fusionada en
Uáse con la seeuencia señal de la fosfatasa ácida (Sadhukan et al., 1996). Estos
resultados contradicen la hipótesis general aceptadada de que la secuencia
reconocidaes la correspondienteal ATGmás cercano al extremoS’ del mRNA.
En cuanto al menor rendimiento obtenido con pHILSlpreaS con respecto a
pHlLD2preaS, se puede deber a la presencia de la secuencia señal añadida, que
hace que el codón de iniciación utilizado, el proveniente de la secuencía
fúngica, se encuentre más alejado del promotor.
El procesamiento del precursor de la a-sarcina se da en varios pasos
Aunque ya había trabajos anteriores que estudiaban laproducción de la
rz-sarctna en el hongo A. giganteus (Endo et al., 1993 ay b), estos se limitaban
a detectar las distintas especies intermedias, sin aislarlas, ni caracterizarlas y,
por tanto, sin entrar en el detalle de la posible estructura primaria de los
distintos precursores.
El primer paso en el procesamiento se debe dar en la translocación al
retículo endoplásmico, donde se produce el corte del péptido señal. Están
estudiadas en detallelas características que reúnen los péptidos señal cucariotas
(von Heijne. 1985). Estas características sedan en el caso del péptido señal de
la a-sarcina que. como ya se ha dicho, es reconocido efectivamente por la
levadura P. pastoris. El sitio de corte de la peptidasa señal, que delimita de
forma precisa la separación entre un péptido señal y la proteína que es
translocada al retículo, también está estudiado en detalle (Von Heijne, 1983,
1985 y 1986). Recientemente, se ha desarrollado un programa para analizar
tanto la potencialidad de una secuencia como péptido señal de secreción, como
su sitio de corte (Nielsen eta!., 1997), y que mejora las reglas que ya expuso
Von Heijne anteriormente (1986). Aplicando este método al caso de laprepro-
cx-sarcina, lapeptidasa señal debería cortarentre los residuos Alal 9 y Val2O del
precursor (figura 30). Sin embargo, la secuencia pro que se encontró tras la
producciónen Pie/ifa comienzaen el residuo Ser22, lo que sugiere que el corte
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se daría entre Pro21 y Ser22, en un enlace «prohibido» según los métodos 
deductivos expuestos (figura 27). 
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Figura 30: Predicción de la secuencia señal del precursor de a-sarcina. La puntuación C (en 
rojo) indica la probabilidad de que un residuo sea el del sitio de corte (en posición P-l) por la 
peptidasa señal. La puntuación S (en verde) indica la probabilidad de que un residuo 
pertenezca a una secuencia señal. La puntuación Y (en azul) combina las dos anteriores para 
que sea máxima en aquellos residuos que tengan una alta probabilidad de ser un sitio de corte, 
y en los que se dé una transición de alta a baja probabilidad de pertenecer a una secuencia 
señal (Nielsen et al., 1997). 
¿Cómo se explica esta divergencia? No se puede descartar que la pareja 
constituida por la a-sarcina y P. pastoris constituya una excepción a la regla, 
pero parece más probable que a explicación resida en la posibilidad de que 
haya una dipeptidil aminopeptidasa (DPAP) en la ruta de secreción de P. 
pustoris, que cortaría tras algunos residuos de prolina. De hecho, está descrita 
la presencia de una dipeptidil aminopeptidasa, la DPAP-A, producto del gen 
STE13, anclada en la membrana del aparato de Golgi de 5’. cerevisiae, e 
implicada en el procesamiento de proteínas que siguen la ruta de secreción 
constitutiva (Julius et al., 1983; Jones, 1991). Su descripción se llevó a cabo al 
estudiar el procesamiento del factor CY. de apareamiento y observar que se 
liberaban dipéptidos Glu-Ala y Asp-Ala situados en el extremo amino de los 
fragmentos proteicos (Julius et al., 1983; Fuller et al., 1988). Esta misma 
función ha sido descrita también como parte de la ruta de secreción de P. 
pastoris, en la que en muchos casos se utiliza este mismo espaciador, 
proveniente del precursor del factor (Y, para producir proteínas heterólogas 
secretadas en P. pastoris. obteniéndose un procesamiento correcto. Sin 
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embargo, ni el correspondiente gen homólogo de P. pas/oris, ni su proteína,
han sido aislados o caracterizados, Por tanto, en levaduras es bien conocido el
procesamiento de los dipéptidos X-Ala en precursores de proteínas secretadas:
pero no así los dipéptidos X-Pro. como el que nos ocupa.
Sin embargo, aunque sólo sea una hipótesis el corte de ese dipéptido
por una DPAP de E. pa~toris. es bastante sugerente, puesto que sí que está
descrito el papel de dipéptidos X-Pro en el procesamiento de proteínas de
secrecion (revisado en Kreil, 1990). Por ejemplo, es el caso de los precursores
dc la melitina (principal constituyentedel veneno de abejas; Habermann, 1972;
Suchanek 1972; Vlasak et al., 1983) y de algunas ceeropinas (producidas por
polillas en respuesta a infecciones bacterianas; Doman y Hultmark, 1987;
Lidholín el. al.. 1987; Doman et al.. 1989). En estos precursores, entre el
péptido señal y el péptido maduro se encuentran varios dipéptidos que son
hidrolizados sucesivamente, y que son del tipoAla-Pro, Glu-Pro. Asp-Pro, Glu-
AlayAsp-Ala. También está descrito en proteínas de otras levaduras, como el
propio factor a de Kluyverornvces ladis (Egel-Mitani y Hansen, 1987), o una
proteasaextracelularde 1’arrovt’ia lipolytica (Matobay Ogrydziak, 1989; Fabre
et al.. 1991>. También es conocido el caso de las DPAP de tipo IV de
mamíferos, que presentan especificidad por dipéptidos X-Pro, además de X-Ala
(McDonald y Schwabe. 1977; Mentícin et al., 1993; Pauly et al., 1996).
En cuanto a los hongos del género Aspergillus, se han aislado dos
arninopeptidil peptidasas. Una de ellas es del tipo IV, y libera dipéptidos X-
Pro- (Beauvais et al.. 1997b). La otra formaría un tipo nuevo, por lo que se
llamó Di~AP y. y corta tras SAla-, aunque también tras His-Ser- y Ser-Sir-
(Beauvais et al.. 1 997a) La mayor peculiaridad de estas dos DPAP es que son
extracelulares (a diferencia del resto de DPAP descritas), lo que complica la
posibilidad dc que participen en el corte de un dipéptido en una secuencia pro
que se encuentra en la ruta de secreción, aunque no cabe descartarse del todo,
dado que también utilizarían dicha ruta. En cuanto a resultados similares en
Aspergidos, al producir una proteína de fusión entre la glucoamilasa y la
interleukina 6 humana, con un péptido espaciador que proporciona un sitio de
corte por Kex2p, e] primero de los dos dipéptidos presentes en el extremo
amino de la interleukina (Ala-Pro-Val-Pro-) síes cortado, tanto en 2. eerevisiae
como en A. nidulans (Guisez et al.. 1991; Contreras et al., 1991). Por tanto, de
los resultados de esta Tesis no se puede deducir que el corte por la DPAP, que
sc da en P. postoris, se dé asimismo en el hongo original, A. gigcrntcus, aunque
sí se puede sugerir esa posibilidad.
El siguiente paso en el procesamiento sí que estaría claro, y es
precisamente el que falló parcialmente en la producción en Pie/ña utilizando
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las construcciones pl-IILD2preuS y pHILSlpreuS. Se trataría del corte de la
secuencia pro (o de parte de ella, si va ha sido parcialmente cortada) en el
aparato de (ioloi por parte de una proproteina convertasa. De este paso se habla
más en detalle a continuación.
La especificidad de la proproteina convertasa dc Pie/ña pastoris
Las modificaciones postraduccionales de las proteínas son una de las
formas de que disponen los ort=anismospara generar una mayor diversidad
funcional a partir de un limitado repertorio genético. Una de estas
modificaciones es la proteol isis limitada, en la que un precursor polipeptídico
es cortado para díar péptidlos o prtteííías más pequeñas, y que pueden ser asi
activadas o cambiar de función. Este tipo dc modificación es especialmente
importante en el caso de las proteínas secretadas al medio extracelular, donde
sc conocen ejemplos desde hace bastante tiempo. como en el caso de las
enzimas dig estivas pancreáticas, tripsinay quimotripsina (revisado en Neurath.
1989), o de hormonas como las lípotropírias (Chrétícn y 1 ñu 1967) o la
insuiin.a (Siciner et al., 1967; Chance el. al., 1968). De aquí vino la
díenominacion de «proproteina» para el precursor, ya que en el caso dic las
hormonas era una «prohormona», una molécula precursora dc la hormona. En
estos printeros precursores, el procesamiento implicaba la ruptura dc la
proproteina por sitios donde había un par de aminoácidos básicos. Con el
tiempo, el concepto del precursor se ha ido extendiendo, al encontrar
numerosos eíemplos entre las proteínas que utilizan la ruta de secreción. como
pueden ser hormonas, neuropéptidos. receptores, glicoproteinas de virus,
toxinas, moléculas dc adhesión, proteusas. cte.
Convtene aclarar aquí, antes dle continuar con la discusión, la
y l3crg
nomenclatura que introdujeron Sehechier sr (1 967) para las proteasas.
Según esta convención, los subsitios en que sc colocarían los distintos
arnu-i.oacidlos del péptido a hidrolizar se díenorninan con la letra P (de péptido),
x’ los subsitios en la proteasa. que interaccionan con dichos residuos 1?, con la
letra 5 (dc subsitio). Los residuos situado en cl lado amino dci enlace a
hidrolizar se numeran con cifras positivas,contando hacia el extremo amino del
péptido: P ~, P. .P3. etc. (es decir, el residuo cuyo atapo carboxilo forma parte
del enlace a hidrolizar es cl Pr). Los residuos del lado carboxilo del enlace a
hidrolizar se n.ctmeran igual, contando hacia el extremo carboxilo, pero sc
señalan como P1’. PV. P3, etc. Los subsitios correspondientes a cada residuo sc
nombran igual. pero con la letraS: S3, 5> S~. Si’, ~l. Sa’, etc. (figura 31).
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Figura 31: Esquema de la nomenclatura de subsitios en proteasas (tomado de Benyon y Bond,
1989). Seisaile batid: enlace a hidrolizar.
En 1984 se identificó, dentro del reino de los hongos, en
S’accharomvces cerevisiae, la primera enzima responsable del corte de este tipo
dc precursores, producto del gen KEX2, dcl que se ha derivado el nombre
«kexina» o Kcx2p (EC 3.4.21.61; Julius et al., 1984), al estudiar el
procesamientodel factorudc aparemíento. Posteriormente, entre 1989 y 1996,
se han descritohasta siete genes humanos distintos que codifican serinproteasas
dependientes dc calcio similares a la kexina y a la proteasa bacteriana
subtilisina. que se han denominado «proproteina convertasas» o «subtilisin-like
propro/cin convertoscs>o. y que cortan en el extremo carboxilo de la secuencia
consenso (RIK)-X-(RIK)-, donde n 0. 2,4, ó 6, según la convertasa. Muchas
de ellas prefieren un aminoácido básico en P2. lo que se corresponde con la
observación inicial sobre los sitios dibásicos (algunas revisiones son Seidah y
Chrétien, 1997; Z-hou et al., 1999). También sc ha descrito otra familia de
proproteina convertasas, que son aspartilproteasas, entre las cuales se incluye,
por ejemplo, una de las proteasas responsables del procesamiento del precursor
de la proteína amiloide (Yan et al., 1999; SiMm et al.. 1999)
El mutante kex2 en 2. cerevisiae fue identificado por la ausencia de
expresión dc la «toxina asesina» (kl/lcr roxin) madura, pero también se asoció
a la esterilidad o falta de apareamiento, debido a que no se producían
feromonas u. maduras (Leibowitz y Wickner, 1976; Wickner y Leibowitz,
1976). También se asocié con el fallo en uno de los pasos necesarios en la ruta
de procesamiento de proteínas secretadas, que aparecían con mayor tamaño en
el medio extracelular (Rogers et al., 1979). Finalmente, el trabajo del grupo de
Jercmy Thorner permitió su identificación como la endoproteasa necesaria al
menos para cl procesamiento dcl factorudc apareamiento (Julius ct al., 1984).
Este es un tridecapéptido que secreta uno dc los tipos de células haploides de
PS P2
~NHCH - Co -NH - CH
Pl Pl P2’ PS
co -NH - CH-CO -NH - CH- CO-NH - CH - CO -NH . CH - CO -
4
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S. cerevisiae (MA%), y que tiene función feromónica, al ser necesario para el 
apareamiento con el tipo celular MATa. Se descubrió que la célula produce un 
gran precursor, que incluye cuatro copias del péptido, en donde además de un 
péptido señal y una secuencia pro en el extermo amino, las cuatro copias están 
separadas por unos «espaciadores)). El procesamiento necesariamente tenía que 
incluir el corte por una endopeptidasa para rendir cuatro fragmentos, que 
después tendrían que ser «pulidos» para dejar exclusivamente los péptidos 
maduros (figura 32; Kurjan y Herskowitz, 1982). Poco a poco se fueron 
identificando las proteasas responsables del procesamiento del factor ~1: 
primero fue la dipeptidil aminopeptidasa, producto del gen STEl3 (llamado así 
precisamente por fallar el apareamiento y ser «estéril»; Julius et al., 1983); 
después la endoproteasa, del gen KEXZ (Julius et al., 1984) y, finalmente, una 
carboxipeptidasa, producto del gen KEXl, que elimina los residuos básicos que 
quedan en el extremo carboxilo de los péptidos tras el corte por Kex2p 
(Wagner y Wolf, 1987). 
PfFalfa : 
MFalfa 
:* 
100 * * 
4 
K,i 
* 
KexJC, Stel3p 
MFalfa : WI+@ r*Q 'iF&@Wi : 165 
Kexl p Stei 3 P 
Figura 32: Esquema de los pasos del procesamiento del precursor 1 del factor CY. de 
apareamiento. Sobre la secuencia de aminoácidos (Kurjan y Herykowitz, 1982) se indican los 
cuatro péptldos maduros (en azul), la secuencia señal (en amarillo) y los trozos que se procesan 
en el aparato de Golgl (en verde). Se indican también los sitios de corte de las distintas 
proteasas. 
La función de Kex2p como convertasa de distintos precursores 
secretados se confirmó rápidamente, primero al estudiar el procesamiento de 
la toxina asesina (Bostian et al., 1984), y después otras proteínas propias de S. 
cerevisiae, pero también se vio su papel en el procesamiento de proteínas 
heterólogas producidas en la levadura (Bitter et al., 1984; Brake et al., 1984), 
incluida una glucoamilasa de Aspergillus (Innis et al., 1985), o en proteínas 
humanas aisladas (Bathurst et al., 1987) o producidas en células humanas que 
expresan Kex2p (Thomas et al., 1988), lo que, unido a la secuenciación del gen 
Resultados y discusión 129
KEX2 (Fuller et al., 1988; Mizuno et al.. 1988) abrió el camino para el
decubrimiento de las convertasas homólogas en la especie humana.
En cuanto a la especificidad de Kex2p, desde el principio se apuntó al
sitio dibásico Lys-Arg- o Arg-Arg- como requerimiento del sitio de corte
(Julius et al.. 1984), sin duda con la influencia de los numerosos sitios de corte
dibásicos que se iban encontrando en proteínas de mamíferos, y todavía hoy
se simplifica diciendo que Kex2p es una convertasa que corta en sitios
dihásicos. En esta línea parecen apuntar los experimentos en 1’. pastoris
descritos en esta Tesis, puesto que al introducir la Lys en P2 se obtuvo un corte
eficaz por la Kcx2p putativa. Sin embargo, mi opinión es que la especificidad
de Kcx2p es algo más complicada, y más aún en Aspergí/Ns, como se comenta
más adelante. De hecho, así como en el precursor del factor udc apareamiento
sólo hay sitios díbásicos de procesamiento (L-D-K-R- para el primero, M-Y-K-
R- para los situados entre dos copias del factor u), en la otra proteína modelo,
la toxina asesina, además de un sitio dibásico (V-A-K-R-), hay al menos otro
monobásico, L-L-P-R-, que bien pudiera ser cortado por Kex2p (Bostian et al.,
1984). En esta misma línea, han ido apareciendo trabajos en los que se ha ido
demostrando que laespecificidad de Kex2p es efectivamentemás compleja que
cl mero corte en sitios con secuencias dibásicas. Por una parte, mediante el
estudio directo de la proteína purificada dc £ cerevisiae, se apunta a una doble
especificidad para residuos básicos o alifáticos en P4, que ayudaría a la
especificidad primaria en PI (Rockwell y Fuller, 1998); por otra parte, se ha
visto la capacidad para cortar tras una sola arginina proteínas propias o
heterólogas producidas en 5’. cerevisiae o P. pastoris (Rourke et al.. 1997;
Rockwell y Fuller, 1998; Werten et al., 1999).
Se ha caracterizado una pro-u-sarcina activa: la protección frente a la
toxina depende de la transiocación efectiva al retículo endoplásmico
Como se ha expuesto, se ha conseguido copurificar, junto con la
u-sarcina madura, una forma pro que presenta 6 residuos extra en su extremo
amino. Aunque. como sc ha dicho, no se puede afirmar que sea la única forma
intermedia en el procesamiento del precursor, pues podríahaber otra forma con
8 residuos dc secuencia pro, sí es muy significativo que esta fon~a sea
ribonueleolíticamente activa frente a un homopolinueleotido (figura 26).
Este resultado permite obtener conclusiones acerca de la protección de
los ribosornas del organismo productor. Se puede descartar la hipótesis según
la cual tendría lugar la coproducción de un inhibidor específico (Lamy y
Davies, 1991; Lamyetal., 1992; KaoyDavics. 1995),yaquelas levadurasno
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producen ríbotoxinas y, por tanto, esharto improbable que 1>. pasioris prodrtzca
un inhibidor especifico para estas proteínas que le proteja de su accion
ribonucleolítica ;ntracclular.
También se puede descartar otra de las hipótesis, que mantenía
precisamente que el procesamiento del precursor de la ribotoxina se tendría
lugar en varios pasos. de tal manera que la tbrma pro sería inactiva (L.amy y
Davies, 1991; Lamy et al., 1992: Kao y Davies. 1995). La pro-u-sarcina qtte se
ha purificado mantiene igual aetiv~diad ribon.ucleolítiea que la brma níadura,
al menos en un zimot=ramafrente a homopolínucleotidos (figura 26).
Por tanto, la protección de los organismos productores dc ribotoxinas.
tanto los hongos que las producen naturalmente como aquellos en los que se
expresa de forma transgéniea. parece darse mediante una eficaz
cotupartimentación celular dc la ruta de secreción. Es decir, mediante cl
reconocimiento efectivo del péptido señal, que conlieva la translocación
cotiraduccional dc la proteína que sc está sintetizando en el ribosoma. Para esta
translocación es necesario el reconocimiento del péptido señal y la formación
dic un compício. denominado iranslocón. que es el encargado de dicha
trans locación.
Producción de otra proteína extracelular por Aspergillus
giganteus, la proteína antifúngica (AFP)
Ya en la descripción inicial de la puri iLación dc la u-sarcina se
comentaba la producción extracelular por parte de la miisttta cepa cíe
A.s-pergilius g4ganteu.s- de otra proteína, que inhibía el crecimiento de algunos
hongos, por lo que se denominó proteína antifúngica (..XFP; Olson y (loerner,
1965). Esta proteína es pequena y muy básica. por lo que se copurilica con la
u—sarcína en la primera etapa, de intercambio iónieo, separándose
cuantitativamente en la eroniato”rafía dc penetrabilidad; de esta forma, a pesar
de cíue no sc conocía mucho sobre su actividad o propiedades. se. obtcnia>~
grandes cantídíadíes. No sc estudió mctcho más sobre esta proteína hasta
principios cíe esta década, en que se describió su estructura primaria (Nakaya
etal.. 1990) y la secuenciadel gen correspondiente (Wnendt et al., 1990, 1994).
Los cultivos que se realizan para la obtención dc u-sarcina se suelen
detener después dc 80 ó 100 horas. cuando la cantidad de esta proteína en el
medio extracelular es ttíáxinía. Sin embargo. se observó, en las alícuotas que
sc extraían para realizar el seguimiento dcl cultivo, que tras tiempos más
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cortos de incubación, en torno a 40 ó 60 horas, había una forma ligeramente
mayor de la AFP, que se observaba en electroforesis (PAGE-SDS) y que
reaccionaba en las inmunotransferencias con anticuerpos frente a AFP (figura
33). De esta forma, si se reduce el tiempo dc cultivo se puede puri Elcar esta otra
forma mayor (que se denominó según la abreviatura en inglés. largerforrn,
lf-AFP). que se separa también cuantitativamente, tanto de la u-sarcina como
de la AIT. en la cromatografia de penetrabilidad en la columna de l3iogel PíO
(figura 34). 1234567
Figura 33: l’AGF-SDS del medio extracelular de un cultivo de -1 g¿gcntcus- MDII 18894
tomado a distintos tiempos: 1: 24 h; 2: 48 h: 3: 60 h; 4: 75 E: 5: 120 Ir 6: u-sarcina pura; 7:
patrones de masa molecular (Bio-Rad).
Las dos proteínas así purificadas son homogéneas según lo observado
tanto en la electroforesis (figura 34; las bandas más débiles corresponden a
formas diméricas), como tras la secuenciación de sus extremos amino. Estadio
como resultado,para la proteína menor. Ala-Tlu--Tvr-Asn-Gly, que es lamisma
secuencia descrita para la AFP (Nakaya et al.. 1990); y Asp-Glu-Ser-Ala-Val-
Leu-Ala~lhr, en el caso de la forma mayor. Esta secuencia, al compararla con
la deducida del cDNA. se corresponde con una proteína con seis aminoácidos
más en el extremo amino. El análisis de aminoácidos de la lf-AFP, al
compararlo con el de la AFP (tabla 13), confirma la presencia de seis
aminoácidos extra (Asx. Ser, Clx, Ala, Val, Leu), que se corresponden con los
sets aminoácidos presentesen lasecuencia. Las masas moleculares dc la lf-AFP
y de la AFP se estimaron en 7.0 y 6,0 kDa respectivamente, mediante PACE-
SDS, lo que se corresponde con la masadeducida dc la secuencia y del análisis
de aminoácidos. Sin embargo, cuando sc estiman mediante cromatografía de
penetrabilidad en una columna Superdex 75 con el sistema FPLC, se obtienen
valores dc 8,1 y 6,0 kDa (figura 35).
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Figura 34. A: perfil de eluc ión de la cromatogralía en Ojoecí 1>— lO de la fracción conteniendo
-sarcina. lf-AFPv AFP. provenientede lacromatografiaen ÁmberlitalRCSO. B: PAGE-SDS
de al icuoras, reducidas con DII, de los dos picos de la cromatografía, marcados corno 1 y 2.
C: lnrnunodetección de las muestras de II con anticuerpos frente a AFP. ml patrones
preteñidos de masa molecular (l3io-Rad). En ambas muestras se ve una banda minoritaria de
mayor masa molecular, correspondiente a una forma dimórica,
Tabla 13: Coniposicon de aun i noác idos obten ida para la
AFP lt~AFP
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¡.9 2,9
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Todo indicaba que se trataba de otro ejemplo de procesamiento de
toxinas proteicas extracelulares en e] mismo hongo. por lo que, dentro del
contexto de los objetivos planteados en estaTesis. resultó interesante estudiar
también este sistema.
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Figura 35: Estimación de la masa molecular de MW y lf-APP nativas mediante FPI..C de
penetrabilidad en una columna de Superdex 75. Se muestran dos cromatogranías de muestras
conteniendo una mezcla de proteínas patrón y lf-AEP (arriba) o AFP (abajo). Las proteínas
patrón son: 1: BSA (66,2 kDa); 2: ovoalbúrnína (45,0 EDa); 3: inioglobina (17.8 kDa); 4:
ditocromo E equino (12.3 kfla).
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La AFP representa un nuevo grupo de péptidos antifúngicos
Gracias a los estudios sobre la estructura primaria dc la proteína y su
gen (Nakaya ct aL, 1990; Wncndt el. al., 1990 y 1994) se sabía va que
presentaba cuatro puentes disulfuro entre sus 51 aminoácidos (lo que supone
una masa molecular de 5780), así como abundantes tirosinas y lisinas (6v l~
residuos, respectivamente). Estas características, así como su carácter
antifúngico, recuerdan otros grupos dc proteínas similares, Por ejemplo, las
tioninas (Bruix et al... 1993), una familia de proteínas de unos 5 kl)a (Bloch y
Richardson, 1991). ricas ca puentes disulfúro y muy básicas (excepto la
craínbina; leeter ci al., 1981). que se encuentran en cl endosperma de vanas
Gramíneas (Bóhíman y Apel. 1991) y que parecen tener un importante papel
en la defensa de estas plantas. ya que son toxicas para bacterias, hongos
filamentosos. levaduras. células animales y vegetales. También se parece a
las defensinas, otro grupo de péptidos catiónicos, que tienen entre 29 y 34
aminoacidos y tres puentes disulfctro, x- que son el componente mayoritario de
los gránulos azulófilos (Ganz ci al.. 1990); son tóxicas frente a distintos
organismos o ststemas celulares como bacterias, hongos, virus. y líneas
celulares neoplásicas (Rao ct al., 1992; Fujii el. al.. 1993). Sin embargo. sí se
comparan sus seueneías, no existe apenas similitud entre ellas.
De hecho, hasta hace poco sólo sc conocía la estructura primaría y
génica dic otra proteína homóloca a la AFP de A - giganteus-, la proteína
antifúngica dic Pcní¿-ílhwn ch¡vsogenun-i (abreviada PAF), cuy-a existencia
había sido descrita por dos grupos distintos (Vollcbrcgt et al.. 1994:.N4arx el.
al.. 199.5.). La proteína madura dic este gen presenta un 43% dc identidiad con
la AFP (figura 41). Muy recientemente se acaba de publicar la secuencia de
aminoacídos de otra proteína antifúngica similar, purificada del medio
extracelular dc .4. níger. que se ha cien.ommado Anafp (Lee et al., 1999).
Por tanto, la AFP no pertenece a ninguno dc los dos grupos
mencionarlos (tioninas y clefensinas). pero sí puede ser considierada como un
miembro tuás del grtipo dc toxinas proteicas de pequeño tamaño, organizadas
estrueturalmente en torno a un núcleo con tres o cuatro puentes disulfuro, en
el que habría que incluir tarnbten toxinas de arácnidos. insectos, anémonas cíe
mar y venenos de serpientes (N4atsuyana et al.. 1990; Wilcox et al.. 1993:
Blandin ct al.. 1994; García et al., 1994; lee ct al., 1994).
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Figura 36. Estructura de la AFP A. Sccuencla del precursor (Wnendt et al , 1991). B. 
Esquema de los puentes dlsulfilro propuestos ongmllrnentc (Naka‘a et al , 1990). la 
numeración es la del precursor. C Modelo dc cmta de una conformación de la estructura 
tndmcnslonal cn disoluclón. determinada por RMN (Campos-Olivas et al . 1993a y b) 
Esta hipótesis pareció confirmarse cuando se determinó la estructura 
tridimensional de la AFP en disolución, mediante RMN. Ésta se organiza en 
torno a cinco cadenas p antiparalelas que forman una barril p pequeño y 
compacto, con cuatro puentes disulfuro internos (figuras 36 y F028; Campos- 
Olivas et al., 1995a y b; Campos Olivas, 1997). En el momento de su 
determinación, no se conocía ninguna estructura similar, salvo uno de los 
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dominios de la nucleasa de Siaphyloccocu.s aureus, y ya se vio que no se
parecía a la de las tioninas y defensinas (Campos-Olivas et al., 1995a). En la
actualidad, existe toda una colección de proteínas parecidas agrupadas en un
patrón de plegamiento, denominado «OB-/oid» (por
O/igOlIiIc/(3O/ide. o/¡gosacchar¡dc—bmding). A pesar de la extraordinaria
similitud estructural, ninguna de ellas presenta secuencias parecidas a la de la
MW. Es más, la mayoría no contiene residuos de cisteina. La posibilidad de
que la AFP ejerciese su acción a través de su capacidad para interaccionar con
ácidos nucleicos, como hacen algunas de estas proteínas, se está estudiando en
este momento en nuestro laboratorio.
Caracterización de las dos formas extracelulares de la proteína antifúngíca
Cuando se emprendió el trabajo descrito a continuación, se conocía la
secuencía y la estrutura tridimensional de la AFP, pero no se sabía
prácticamente nada acerca de sus fimción biológica y de sus características
bioquímicas y espectroscópicas. Ciertamente, este planteamiento es poco usual,
y no se habría llevado a cabo la caracterización descrita si no se hubiese
observado, al determinar su estructura (Campos-Olivas et al., 1995a), que se
trataba de una proteína con características muy sugerentes, y si no se hubiese
detectado la presencia de la forma de mayor masa molecular (lf-AFP).
Inicialmente, se optó por llevar a cabo una caracterización funcional, en
términos de su actividad antiffingica, y posteriormente, se completó su
caracterización bioquímica y estructuraL
En cuanto a la actividad biológica, y en colaboración con el grupo de
la Dra. Covadonga Vázquez, del Departamento de Microbiología de la Facultad
de Biología de esta Universidad, se estudió & efecto de la AlT (hasta una
concentración 0,2 mM) sobre 21 especies de microorganismos, incluyendo
procariotas y eucariotas. No se observó ningún efecto frente a levaduras y
bacterias, y sí frente a algunas de las especies de hongos experimentadas, en
concentraciones mínimas inhibitorias (MR) entre 6 y 25 ~tN1(ó 127 1iM para
‘Irichoderma harzianumn; tabla 14). Hay que destacar que no se observó ningún
efecto frente aA. giganteas, A. u/ge’ o Penici//ium chysogcnurn, por lo que se
puede decir que los hongos productores también están protegidos frente a la
acción de estas toxinas. Entre los hongos afectados se encuentran algunos
fitopatógenos, lo que abre la puerta a la posibilidad de utilizar esta proteína
como un agente de control biológico frente a plagas de determinadas plantas,
lo que ya se está estudiando mediante alguna colaboración ya comenzada.
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Tabla >4: Concentraciones mínimas inhibitorias de AFP y lf-AFP frente a aquellos
microorganismos, de los descritos en la tabla LI, que fueron sensibles en las concentraciones
ensayadas
Orgat is mo MW frente a
AFP(p.NT)
MW frente a
Ir-AS>
Tr¿choderrnu kon ingil 6 rna
?hchoderma hwc¿anu,n ¡27 -
Pen¡cdlíun¿ purpurogcnutn 10 —
7-25 maFnsw-íum oxysporurn
ma: MíE mayor que las concentraciones ensayadas (hasta 0,2 mM)
Laactividad antifúngica de la lf-AFP se analizó únicamente frente a las
especies más sensibles. Fu.s-ariza¡z oxy-sporum y Triehodernia koningii, ya que
se purifica en mucho menor cantidad. Los valores de inhibición (MV-)
obtenidos para la l±LAFPson, por lo menos, 30 veces mayores que los de la
AFP, lo que sugiería que la lf-AFP fuese un precursor inactivo de la proteína.
En cuanto a la caracterización estructural, se empezó por estudiar su
sueepúbilidad a la degradación por parte de muy diversas proteasas. Como
parecía augerir su estructura tridimensinal, la AFP nativa resultó ser muy
resistente a la proteolisis. En condiciones no desnaturalizantes y a 37 <C, no se
observa degradación por tripsína. pepsina, termolisina o la proteasa de SV-8.
Con pronasa sólo se observa una degradación parcial. lo que también sucede
con la subtilisina. En el caso de esta última enzima, si se digiere la lf-AFP, y
se consiguió. además, la eliminación de los seis aminoácidos del extremo
amino (figura 37). La proteinasa K degrada la molécula, pero los fragmentos
permanecen unidos por los puentes disulftiro (cl patrón en HPLC de fase
inversa es idéntico a la AFP sin digerir, pero la separación se observa en
PAGE-SDS si la muestra se reduce previamente con 2-mercaptoetanol al 5%.
Esta gran compacidad de la molécula podría serle útil para «sobrevivir» en el
medio extracelular. donde la presencia dc proteasas es frecuente. Sin embargo,
la ALT reducida y carboxiamidontetilada sí es sensible a las proteasas
experimentadas, por lo que esta compacidad de la molécula parece requerir la
integridad de los puentes disulfuro u otras interacciones de la estructura
terciaria que puedan ser afectadas por la disrupción de los mismos.
137
138 Resultados y discusión
con sin
subtilisina subtilisina
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Figura 37: PA(iE-SDS de lO ~xgde AEt’ o lU-AFP tras digestión o no con subtilisina.
También se llevó a cabo la caracterización espectroscópica dc la AEP.
En primer lugar, sc registré el espectro cíe absorción VV-visible, donde se
observa un máximo a ~76 íim y un hombro en torno a 283 tun, típicos de los
residuos de tirosina (la proteinano tiene triptófano). El coeficiente cíe absorción
(EÚ>t) a 278 nm resulté ser de 1.76 lg.cm<. algo mayor que el calculado
teóricamente para los cromóforos presentes, sets ttrostnas y dos puentes
dlisulfuro <1.49 PC cm ). Sin embarco, al reducir y carboxiamidometilar la
proteína. el coeficiente real (1,37 I’g’cm) si se itsuala al teórico para seis
tirosinas (1,39 lg cm%. En cuanto al espectro de emisién de fluorescencia
cuando se excita a 275 ant. sc observa una batida centrada en 303 nm. como
cabe esperar dc la contribución de las Orosínas, poco sensibles a variaciones en
la polaridad d.c su entorno. No se observa emisión cuando se excita a 295 nm
como corresponde a la ausencia dc triptéfano. La emisión dc fluorescencia es
1 ,7 veces mayor en la proteína rcdt.tcida y carboxiamidoníetilacfrt, lo cicle
muestra la existencia de una desaetivación dependiente de l~ conformación de
la proteina. que podría clarse por la presencia de enlaces peptidícos o grupos
amino o carbonilo participando en enlaces de hidrógeno o transtetencia de
protones co.n el grupo fenólico de las tirosinas. En la tabí 1 t sc recogen
posibles grupos implicados en esta desactivación estructural segcu~ se deduce
de las coordenadas de la estructura obtenida mediante RMN (Campos-Olivas
etal.. 1.9911v b).
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Tabla 15: Posibles erupos desactivantes de la fluorescencia, localizados a una distancia de
entre 3 y ‘4 Á de cada residuo de tirosina en la AFP.
Residuo Grupos desactivantes posibles
Tvr3 Enlace peptídico Ala 18-GIn ¡9
Enlace peptidico DIn 19-Ser 20
FyrS c~H;Nk de Lys 15
y-COO~ de Asp 36
Tyrl6 Enlace peptídico Thr 23-Ala 24
Enlace peptidico Ala 24-líe 25
•1yr29 Ninguno
fyr45 u-t-1>N~ de Ala 1
Enlace peptidico Ala 1-TEr 2
TyrSO y-GQ& de Asp 43
En el espectro de dicroísmo circular (CD) en el 13V próximo de la AFP
se observa un máximo de elipticidad a 280 nm, y un mínimo a 253 nm (figura
38). Este espectro se debe a los cronióforos de la proteina que absorben en esta
región y parece lógico pensar que el pico positivo corresponde a las tirosinas,
y cl negativo a los puentes disulfuro, por las longitudes de onda a las que
aparecen. El espectro de CD en el VV lejano suele ser muy útil para estudiar
la estructura secundaria de una proteína, ya que generalmente la elipticidad
puede relacionarse con la conformación de los enlaces peptídicos. En el caso
de la AFP, sin embargo, no es posible. El espectro está dominado por un
máximo a 230 nm (con una elipticidad media por residuo de 6000
grado~cm2dmoL1; figura 3 SA). La reducción y carboxiamidometilación de la
proteína (RC-AFP) elimina esta banda positiva, por lo que esta contribución
está relacionada con la proteína nativa. Es bastante infrecuente que se den
bandas positivas a esta longitud de onda, aunque el éster N-acetil-etílico de
t.-Tyr también presenta una banda positiva en esta región (figura 38C). De
hecho, otras proteinas presentan bandas similares, que han sido atribuidas a las
cadenas laterales de las tirosinas (Schechter et al., 1971; Cann, 1972; Woody,
1972; Day. 1973). Más concretamente, se ha atribuido esta característica a
proteínas con bajo contenido en hélice a y con Tyr y Phe cuyas cadenas
laterales estén agrupadas (Manning y Woody, 1989; Freskgard eta)., 1994).
Según la estructura de la AFP, esto podría suceder, pues no tiene hélice a, y los
residuos Tyr3, Tyrl6 y Phe42 están bastante próximos (Campos-Olivas et al.,
1 995a y b). Este resultado se corroboró con el estudio de la variación del
espectro de CD en función del pH, como se explica a continuación. Por último,
cuando se estudió su desnaturalización térmica mediante calorimetría (DSC),
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no se observó ninguna transición conformacional en el intervalo de 25-80 <C
(i)SC), lo que indica que se trata dc una proteína extraordinariamente
termorresístente. La presencia de los cuatro puentes disulfuro explica esta
observación, dado el pequeño tamaño dc la AFP.
12 20
a 15
4 10
o 50
x o
04
-8
-12 -10
-18 -15
250 270 290 310 nm
Figura 38: A: Espectro de CD en el DV lejano de AFP <línea continua) y RC-AEl~ (linea
discontinuo). 13: Espectro de CD en ci LV próximo de AFP, E: Espectro de C.D en el LIV
lejano del áster eti lico de N ~aceti 1—li—ti -os i n a - l.,os va lores de cli pt icidad (e)) están en
grados.cnídmol< por residuo de aminoácido.
La variacion conformacional inducida por el plí era especialmente
interesante, dada la gran resistencia de la AlT a la desnaturalización tern3ica
y a la proteolisis. Para ello. se anali=.aronlas variaciones observadas en su
absorbancia. su emisión de fluorescencia y el CD en cl LV lejano (figura 39).
Como se puede apreciar, la conformación nativa de la proteína se mantiene
entre valores de pH dc 3 y 8. Se observa claramente la titulación dc los seis
residuos de ívr en el intervalo de pl-I entre 9 y 13. El incremento dc la
absorbanciaa295 nm es típico de iaaparición detirosinatos. El fenol de laTyr
libre tiene un pK5 cercano a 10, que aumenta cuando este residuo se encuentra
poco accesible en el interior de la proteína. Así. dada la curva de titulación
obtenida, parece que habría distintos erados de accesibilidad de las Tyr de la
AP?. Esto concuerda con los datos de laestructurade la proteína en disolucion.
obtenida mediante RN4N, en la que los residuos l’vr3, Tyr8 y Tyrl 6 presentan
¿uu ~..‘ 220 230 240
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valores de accesibilidad entre el 13 y cl 25%, mientras que Tyr29, i’yr45 y
Tyr5O tienen valores entre cl 35 y el 43% (Campos-Olivas et al., 1995a).
También por emisión de fluorescencia se observa esta titulación dc las Tyr,
dándose una disminución de la emisión a 303 nm a la vez que un aumento de
la emisión a 340 nm (esta última debida al tirosinato, y de menor rendimiento
cuántico). A pH mayor de 11 se observa muy poca emisión de fluorescencia,
lo que podría indicar que la población de Tyr menos accesible a la titulación es
también la más desactivada. En cuanto al espectro de CD, también permite
observar esta titulación ya que, a pH mayor de 9, la banda de elipticidad a 230
nm va desapareciendo progresivamente, desplazándose hacia 245 nrn cuando
la titulación progresa. lo que confirma la preponderanciade los residuos de Tyr
en dicho espectro (figura 39B).
e
o
o
Figura 39: Estudio espeetrofotométrico de las transiciones conformacionales de la AFP
inducidas por el pH. A: Emisión de tíuorescencia a 303 mu (E303, e) ea unidades arbitrarias,
para excitación a275 nm; relación molar tirosinato/proteína(R, .) deducida de la absorbancia
a 295 nn]; variación de la elipticidad molar por residuo de aminoácido a 230 nm (0230, E). en
eradoscnl-dmo ¡ - 13: Espectros de CD en el liv lejano de A FP a [ospH indicados.
En cuanto a la lf-AFP. también se caracterizó espectroscópicamente.
aunque no con tanto detalle, ya que presenta idénticos espectros de absorbancia
y de emisión de fluorescencia, y sólo se observan pequeñas diferencias con
respecto a la AEP en el espectro de CD en el 11V lejano (figura 40), atribuibles
a la presencia de los seis residuos adicionales. En cuanto a la disposición de
éstos en la estructura de la proteína. se predice para ellos una conformación en
hélice u. Teniendo en cuenta que la AFP es una molécula muy compaeta, con
forma de barril ¡3, muy resistente a la hidrólisis, es lógico pensar que los
residuos extraen la lf-AFP formen un segmento helicoidal, lo que facilitaría su
hidrólisis en el medio extracelular para dar la AFP. Es muy probable que este
pequeño segmento helicoidal no quede bien empaquetado. Probablemente, se
8
pH
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trata dc una estructura que sobresale con respecto a la estructura global dc la
A]??. Ello explicaría las discrepancias observadas (ya comentadas) al calcular
la masa molecular en condiciones nativas o desnaturalizantes. así como la
mayor susceptibilidad de este extremo amino de la lf-AFP a la hidrólisis por
subtilisina.
6000
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Figura 40: Espectros de EH en
discontinua). ambas a 0,1 mg/ml.
el LV leian(>
X(nm)
de A 5 1’ (1 inca cont intia)
Finalmente, ¿cómo explicar la presencia de esta forma mayor dc la
AFP, que desaparece con el tiempo. y que es mucho menos activa? La
explicación que parece más razonable es que la li-Ahí> es la forma que secreta
el hongo. ciuiz.á como un precursor inacl.ivo, que se hidroliza exiraeelbilarnoente
para producir la AP? activa. No es fácil predecir si la hidrólisis extracelular se
produce de forma específica o quizá por algún mecanis mo general. dado que
la AFP es una proteína muy resistente a la acción de proteasas u otros agentes
descstabi 1 izantes. Los hongos Aspergillus producen varias proteasas
extraeclulares similares a la subtilisina (Jaton-Orgax et al., 1992; Moutaouakil
ct al., 1993), por lo que no sería raro que la hidrólisis diel precursor se reahzara
por una de esas proteasas.
La forma precursora completa de la AFP contiene 94 aminoácidos
(Wnendt et al.. 1990: figura 41). Si sc quitan los 57 aminoácidos
r --II----,
200 220 240 260
lf-AEP (¡inca
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correspondientes a la lf-AFP, quedarn’a un péptido líder de 37 residuos. A la 
vista del mismo, y teniendo en cuenta lo que ya se sabía sobre la a-sarcina,se 
puede discutir cuál debe ser el procesamiento que sufre esta proteína hasta 
completar su secreción. En primer lugar, la peptidasa señal cortaría la proteína 
tras la Ala 2 1 (figura 4 l), dejando una proproteína de 73 aminoácidos, que se 
translocaría al retículo endoplásmico para incorporarse a la ruta de secreción. 
En el aparato de Golgi se hidrolizaría la secuencia pro por una proproteína 
convertasa. que cortaría tras la Ar, Q 37 (figura 41). El sitio de corte de la 
proproteína convertasa sería, de hecho. muy similar al de la a-sarcina y al de 
otras proteínas de Aspergillus, como se describe a continuación. Quedaría así 
la lf-AFP, que es la proteína que se secreta al medio extracelular, donde es 
finalmente activada al hidrolizarse la secuencia hexapeptídica del extremo 
amino, quedando la AFP madura. 
AFP : 
PAF : 
secuencia 
señal 
LI 
rmiu 
SPasa Kex2p 
Corte 
(RE) secuencia (Golgi) extracelular 
Pro * 1
J 
, --- ~~~~ ; 4; ; 
:P 
Figura 41: Alineamiento de las secuencias de los precursores de la AFP y la PAF, y esquema 
de los pasos del procesamiento proteolítico. SPasa: peptidasa señal; RE: retículo 
endoplásmico. 
De la secuencia del precursor descrito de la PAF? la proteína antifúngica 
de Penicillizim chrysogenum, se puede deducir que el procesamiento sería 
similar (de la Anafp: la proteína antifúngica de A. niger, sólo se conoce la 
secuencia de la proteína madura). El alineamiento de las secuencias de ambos 
precursores, deducidos de los correspondientes cDNA, revela que también 
puede existir una forma mayor extracelular de la PAF, R-PAF, con seis 
aminoácidos extra; ya que la secuencia pro que quedaría entonces presenta el 
mismo sitio de corte, tras -Leu-Asp-Ala-Arg-. que en la AFP (figura 41). 
Incluso, observando los geles de electroforesis publicados en el trabajo original 
sobre la caracterización de la PAF (Marx et al., 1995), se puede ver la presencia 
de una banda mayor que la PAF madura, si bien los autores del trabajo no 
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realizan ningún comentario al respecto. Por lo tanto, parece ser que la presencia
de esta forma mayor, extracelular, podría ser común a las proteínas de esta
familia que representa la AlT.
La especiticídad dc la proproteina convertasa dc Aspergillus
Así como del procesamientode lau-sareina en Pichia sepodían obtener
conclusiones sobre la especificidad de la proproteina convertasa homóloua a
Kex2p en este organismo. del procesamiento de las proteínas extracelulares en
»Ispergillus podemos extraer conclusiones sobre la especiliciclací de la
co uvertasa honiologa.
En efecto, si bien la secuencw pro de la u-sareína sólo es cortada
parcialmente en P. pas/oris, en A. g~aníeus es cortada completamente, como
parece lógico. También pasa lo mismo con el precursor de la AFP, que tiene un
sitio de corte muy similar para la proproteina convertasa dcl tipo dc la Kex2p,
unícamente cambiando el tipo de residuo ácido en 23 (figura 41). Por eso.
cuando se observó la presencia de este sitio de corte similar en la lf-AFP, se
decidió analizar cómo eran los sitios de procesamiento en precursores dc
seerecion dc secuencia conocida en hongos Aspergilus. lo que se muestra en
la figura 42. Dc esta observación se declrtjo la existencia de un motivo comun
como sitio de procesamiento. definido por la secuencía consenso lle’Leu-
Asp/Glu-A la-Are-.
Por otra parte, desde que se empezaron a utilizar los hongos
filamentosos para la secreción de proteínas heterólogas (pues presentan
ventajas por su gran capacidad de producción de proteínas dc secreción), se
sabe que los sitios «clásicos» dc corte por Kexp. en los que está presente un
sitio dibásico. son reconocidos en Aspergillus. y son insertados
intencionadamente para que se produzca el procesamiento proteolitico en la
ruta de secreción (Contreras et al., 1991; Punt et al.. 1998). Así, se puede
concluir qu.e la especificidad del sitio de corte por proproteina convertasas es
más amplia en bongos Aspef;gilZus. lo que podría ser debido a la existencia de
una única proproteina convertasa menos estricta, o a la presencia de varias
convertasas con especificidades ligeramente distintas.
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Figura 42 Secucocta obtenida del extremo amino de la II AFP y estructura prtmaría en la
zona de límite entre la proteína madura y el péptido líder para diferentes proteínas
extracelulares de hongos Aspergillus. según las secuencias de DNA descritas, Está subrayado
el primer residuo de la proteina madura. Recuadrada está la secuencia consenso propuesta para
el corte por la proproteina convertasa.
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C - Actividad ribonucleolítica
l~a secuencia de la tJ-sarcina se conoce desdie cl año 1983 (Sacco et al..
1983). Ya desde entonces. y mediante estudios dic alineamiento con las
estructuras primarias de otras ribonucleasas. se ha supuesto que su mecanismo
catalítico sería análogo al de la mayoría de las RNasas conocidas,
especialmente las superfamilias de la RNasa A y la RNasa Tí (Sacco et al.,
1983; Martínez del Pozo et al.. 1988; Mancheflo et al., 1995a). De acuerdo con
ello, la reacción del enlace fosfodiéster transcurriría en dos etapas, con la
formación dIc producto intermedio con cl fosfato unido cíclicamente en 2’ y 3’.
como se explica en la introducción (figura 45). La determinación dc la
estructura tridimensional dc la (L—sarcina (Campos-Olivas et al., 1 996a y
Pérez-Cañadillas et al.. 1999 y 2000) abundó en esta previsión, pues los
residuos considerados como catalíticos en las ribonucleasas microbianas no
tóxicas de la familia dc la RNasa TI se pueden alinear estrueturalmente con los
ecíuivalentcs dc la u—sarcina <fi unía 3). como se había predicho (Manche~o et
al.. 1995a).
Sin embargo, lacarencia de un ensayo rihonucleolitico suficientemente
simple y cuantitativo había impedidio la caracterización dcl mecanismo
enzimático de la (1-sarcina. Por razones casi idénticas, en las fechas en que se
comenzo cl trabajo presentado en esta Tesis, no se había conseguido demostrar
dc forma directa cl papel de los residuos potencialmente catalíticos.
linicamente se había descrito que la stí.stitución de la Hisl 37 por Cfln (H137Q)
resultaba en la producción de una proteína estrueturalmente idéntica a la
u-sarcína nativa, pero incapaz de hidrolizar los ribosomas o deuradar un
homopolinucleotido en zimograma (I~acadena ct al., 1995). Este problema sc
resolvio mediante la producción dic nuevos mutantes. así como aradas a a
adaptación de un ensayo nuevo a la caracterización de la u—sarcína. Los
resultados obtenidos, que sc presentana continuación, permitieronconcluir que
esta proteína es un ribonucleasa ciclante ácida y. además, permitieron asignar
papeles concretos a los residuos mas importantes del centro activo.
La ii-sar-cina es una rihonucleasa ciclante
A la hora de adaptar un ensayo ribonucleolítico sencillo x fácilmente
cuantiticable para la a-sarcina, había básicamente dos posibles sustratos:
dinuelcotidos o nucleotidos cíclicos 2.3’. Es decir. los sustratos de la primera
o de la segunda reacciones que llevan a cabo las ribonucleasas cielantes para
romper el enlace Íoslbdiéster. Se optó por utilizar dinucleotidos con base
Resultados y discusión 147
púricas. concretamente ApA y GpA, porque mimetizan mejor el sitio de corte
natural, obteniendo además como producto el sustrato de la segunda reacción.
En algún estudio, también se ha utilizado directamente el nucleotido cíclico
2’: 3’.
En cuanto a cómo detectar el avance de la reacción, hay esencialmente
dos procedimientos. Uno consiste en el registro de la variación de absorbancia
de la mezcla de reacción, determinando previamente la variación de
absorbancia que existe entre el sustrato y los productos; estas variaciones están
descritas para la mayoría de nucleotidos. Este método tiene la ventaja de ser
muy sencillo y relativamente rápido. Con la RNasa U2 sí se ha utilizado, con
el ApA como sustrato, pero no se puede aplicar a la a-sarcina. porque presenta
una eficacia catalítica muy baja. y la reacción es demasiado lenta para poder
registrarla adecuadamente.
Así, la opción que quedaba era separar los productos y cuantificarlos,
con la ventaja añadida de que sc puede estudiar en detalle el mecanismo
catalítico, además de los parámetros cinéticos de la reacción global. El mejor
método paraseparación era la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC),
detectando y cuantificando los productos mediante la medida de su A,54. Por
tanto, se adaptó un gradiente dc elución para poder separar cuantitativamente
los distintos productos de la reacción, como sc ejemplifica en la figura 43. Para
identificar los picos, y determinar los coeficientes de respuesta de los distintos
productos. se aplicaron distintas cantidades de los productos comerciales
correspondientes.
Al tratarse de un tiempo de reacción tan largo (14-16 h) se pensó que
podría tener lugar una hidrólisis no enzirnática, o existir una ribonucleasa
contaminante. Para descartar ambas hipótesis, sc hicieron distintos controles.
Por una parte. en las reacciones sin enzima-no se apreció la degradación del
dinucleotido, ni tampoco del nucleotido cíclico cuando se ensayó éste. Por otra,
sc analizaron lotes de rz-sarcina distintos y de distinto origen, bien purificada
del hongo original, bien de Li eoli, obteniéndose resultados similares. Para
descartar efectos del tampón se probaron. al mismo pH, tampón fris y fosfato,
obteniendo asimismo idénticos resultados,
Por tanto, se utilizó este método para estudiar el mecanismo catalítico
de la a-sarcina, caracterizando enzimáticamente la reacción con los
dinucleotidos. Para ello, se ensayaron distintas concentraciones de sustrato
(ApA o OpA) con una cantidad fija de enzima (3 jaM), durante 14,5 h a
temperatura ambiente y pH 7.5, obteniendo los parámetros enzimáticos de la
reacción según el modelo de Michaelis-Menten (tabla 16). Se comprobó,
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previamente, que la respuesta era lineal en el intervalo
concentraciones utilizado.
0.20
0.15
‘1[fa 0~10
0- 05 -.
0.00
0.09 -
0.
[fa
04
06 -
003 -
0.00
2
o-
-J
O
de tiempo y
.~ A
4 ~
‘9
4
- .~ o.
4 4
2
4
cli
B
4
o-
C.D
10
o-2
o
u
o
o’
4
20 30 40
tiempo (mm)
Figura 43: Separación por HPI..C dc los productos de la reacción resultantes de la incubación
de ApA 150pM (A) o CpA 2’70 pM (E) en presencia de (2-sarcina 3,8 ~oM.durante 16 h a
temperatura ambiente. Las líneas discontinuas corresponden a la separación dc una incubación
equivalente en ausencia de a-sardina.
Tabla 16: Constantes cinéticas de la o-sarcina frente a dinucleotidos
Sustrato K,~ (~xM) K1 (s<) YIK~ (M<s’)
ApA 40,0 IxiO> 2,5
GpA 3.6 9x10>9 2.5
148
Resultados y discusión 149
De acuerdo con estos resultados, se puede deducir que la a-sareina
presenta una mayor afinidad por (ipA que por ApA, lo que sc corresponde con
el enlace natural que cortan las ribotoxinas en el ribosoma, entre guanina y
adenina, La K0-1 aparente calculada para la reacción con el ribosoma es muy
parecida, 5,3 1aM (Endo et al., 1983). También hay que destacar los muy bajos
valores de la kaí y de la eficiencia catalítica ljk0~/K~). Esto confirma que los
dinucleotidos no son un sustrato óptimo para la u-sarc¡na, que reconoce con
mucha mayor eficiencia cl entace presente en el SRL. para lo que necesita
otros determinantes añadidos. No se puede decir, sin embargo, que estemos
ante una reacción no enzimática, puesto que se hicieron, como ya se ha
descrito, los controles necesarios para descartar esa posibilidad.
Los distintos productos de la reacción se cuantificaron en las
separaciones por 1-IPLC. lo que aportó evidencias para dilucidar el mecanismo
catalítico Así, la suma dc 2.3-cAMP y 3’-AMP (o 2’,3’-GMP y 3’-GMP)
obtenidos era siempre igual a la adenosina producida (figura 44), como era de
esperar. No se obtenian cantidades apreciables de 2’-AMP (o 2’-GMP), lo que
permite descartar también una hidrólisis no enzimática del intermedio cíclico.
Al ensayar la u-sareina con 2’,3’-cAMP se obtuvo únicamente 3’-AMP.
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Figura 44: Porcentaje de los distintos productos de la reacción de
cantidades de u-sarcina durante 18 h a temperatura ambiente: ApA
2’.3’-cAMP (‘-) y 3~-AMP (~).
ApA con distintas
(.), adenosina (a),
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Estareacción la hidrólisis del intermediocíclico, también se podríacuantificar,
pero resulta extremadamente lenta en comparación con la transesterificación,
lo que también sucede con las otras RNasas cielantes. hasta el punto de que se
ha llegado a cuestionar su papel en la reacción global (Cuchillo et al.. 1993;
Thompson et al., 1994b; Loverix et al.. 1998: Raines. 1998). Además, sí se
incuba 3’-AMP durante 18 h con u-sarcina 3 1aM. se forma una pequeña
cantidadí del intermedio cíclico, lo que muestra la reversibilidad de la hidrólisis.
Estos resultados confirmaron, por tanto, que a u-sarcinaactúa mediante
un mecanismo dc tipo ciclante análogo al de la RNasa TI.que transcurriría en
dos etapas: una primera la transiosforilación de ApA (o (ipA). djtle diaria
adenosina y 2.3-cAMP (o 2’,3-eGMP), seguida por la hidrólisis del nucicótido
cíclico formado al correspondiente derivado 3-monofosforilado (figura 45).
A/GpA 2’,3-CAIGMP 3-A/GMP
A/O‘-‘OH
2C A>O HO>- >1> 02 02 H20 F4OHl~C
0 1
Ráp>do >~ fr~~jt~
o oP > , o e -i o oís
‘-T.- .9- 0- ¡
- - H--.5 - 0—9n0 .9B ,, o o -> >
< O H—Q H-.-.-C OH -“
A ‘CH + ->
-.9 O A
¡¡S~ OH
<O OH
Adenosina 1
Figura 45: Mecanismo delante de la u-sarcina ejemplificado en la reacción con un
dinucleotido - A seria el residuo que actúa corno ácido ceneral en la traus Iosfori loción, y E la
base general, que se corresponderían en la u—sarciua con Fi is 92 y Q In _ 8. (5 sería la 1-lis 50.
La u-sarc¡na es una ribonucleasa ácida
El desarrollo de este sencillo ensayo cuantitativo con dinucleotidos
permitió, además, estudiarel comportamiento enzimático de lau-sarcina frente
al pH. lo cual es especialmente interesante puesto que su mecanismo se basa
en la utilización de ácidos y bases generales. Este esttídio no se había podido
realizar hasta entonces debido a la complejidad de su sustrato natural, eí
ribosoma.
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De esta forma, se midió la actividad de la a-sarcina frente a ApA a
distintos valores de pH, comprendidos entre 3,0 y 8,0 (figura 46), lo que
permitió observar que el pH óptimo era 5,0. Hay que destacar este resultado
puesto que hasta entonces, se realizaban todos los ensayos dc actividad a pH
próximos a laneutralidad. Para descartar un posible distorsión de los resultados
por la presencia de otra ribonucleasa contaminante, se realizó un zimograma
con polí(A), pero a pH 4,5. Puesto que se seguía observando una única banda
activa, correspondiente a la u-sarcina, se concluyó que efectivamente esta
ribotoxina se comporta como una ribonucleasa ácida.
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Figura 46: A: dependencia con el pi-1 de la actividad (ka.) de la u-sarcina (.) y el mutante
1 150Q (‘) en la transesteriticación de ApA. Las lineas con-esponden al ajuste considerando dos
equilibrios de ionización. B: el mismo resultado en forma semilogarítmica.
Einalmente, se determinaron también las constantes catalíticas para la
transesterificación de ApA a pH 5,0. Al compararlas con las correspondientes
a pFl 7.0 se ve que la k00)~ se duplica, permaneciendo constante la KM (tabla 17).
El hecho deque laa-sarcina fuese una Rflasade actividad ácida supuso
una sorpresa. Siempre sc había asumido que el pll neutro erael óptimo para la
actividad de las ribotoxinas. sin duda por influencia de su similitud con la
RNasa TI, la más estudiada de la superfamilia. Sin embargo, hay que recordar
que la RNasa U2, cuyo pH óptimo es 4,5 (figura 47), es más cercana en
estructura primaria y secundaria, apareciendo como intermedia en el árbol
filogenético de la superfamilia. Así, la a-sarcina se parece también en su pH
óptimo a la RN
tasa U2, lo que aumentó el interés por el estudio de esta última
proteína.
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Tabla 17: Constantes catalíticas de la u-sardina nativa y su níatante l-ISOQ frente a ApA, a dos
pH distintos
pu 7,0
K~ (pM) k02> (s) kC.,/lKM (M<s<)
Nativa 40±4 (1.0+zO,l)x 10> 2,5±0.4
HSOQ 38’4 (14-o O~)~ 10> 0,3±04
pH 5,0
K~ (¡cM) k,- (st k53>¡K~.1 (Ms’)
Nativa 40-.v4 (2,0±0,1)x íO> 5,01v 0,7
HS0Q 45±4 (1,6±0.2) x 10> 0.3<0,1
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Figura 47: Perfiles de actividad ribonucleolítica en función del ph de u-sarcina frente a ApA
(--.¿ este trabajo). RNasa rí frente a GpC (—a—: Osterman y Walz, 1978) y RNasa 132 frentc
a RNA de levadura (-.--»< Arirna cÉ al.. 1 968a). En los tres casos se ha nonnalizado
porcenmalmenre respecto al máximo de actividad correspondiente.
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La lis 137 y el Glu 96 son los residuos que catalizan la
reacción ácido-base
La RNasa A es una de las proteínas mejor caracterizadas, tanto desde
un punto dc vista funcional, como estructural y, por ello, constituye uno de los
modelos enzimáticos de referencia. En el caso de esta ribonucleasa, se conoce
inequívocamente que los residuos directamente responsables de la catálisis
ácido-base, que conduce a la ruptura de los enlaces fosfodiéster del RNA, son
dos histidinas, la 12 y la 119 (delCardayré et al., 1995; Cuchillo et al., 1997).
La reacción catalizada transcurre por el mismo tipo de intermedios que en el
caso de la RNasa TI y la u.-sarcina (figura 45). Sin embargo, los residuos
implicados en el caso de la F1 son diferentes. Durante la primera etapa, la
fonitación del producto cíclico 23’ el Clu 58 actúa como la base general,
mientras que la His 92 se comporta corno el ácido general. Durante la segunda
etapa. la hidrólisis del derivado cíclico, ambos residuos intercambian sus
papeles (figura 45). I)e hecho, este par Gla/His es el más común dentro de las
ribonucleasas microbianas ~Nonakaet al., 1993), incluida la a-sareina. como
se demuestra en esta Tesis. Además, se ha descrito cómo otra His, la 40,
participa en la estabilización dcl estado de transición de la primera etapa de la
reaccion catalizada por la RNasa TI (Steyaert et al., 1990; Steyaert. 1997);
estos aspectos se revisan en la introducción.
Como ya se ha comentado, estos tres residuos se encuentran
conservados en las ribotoxinas (Mancheño et al.. 1995a) y, en el caso de la
a-sarcina. se corresponderían con la fis 137, el Glu 96 y la His 50. Por tanto,
se asumía que la rí-sareina actuaría de manera idéntica a la RNasa TE en lo
referente a su capacidad de hidrolizar un enlace fosfodiéster, ya que no en
cuanto a su especificidad. Sin embargo, cuando el grupo de RMN del Instituto
dc Estructura dc la Materia (CSIC) calculó los pK41 individuales de estos
residuos mediante RMN (Pérez-Cañadillasét al., 1998), se obtuvieron valores
sensiblemente distintos a los obtenidos para la RNasa Tí (tabla 18). Esto
concordaba con el hecho de que el comportamiento enzimático de la RNasa TI
en función del pH fuera sensiblemente distinto al de la u-sarcina (figura 47).
Por todo ello se pensó en utilizar el ensayo frente a dinucleotidos,
combinado con la producción de toda una serie de mutantes. para asignar
definitivamente un papel a cada uno de los residuos considerados hasta
entonces como catalíticos, y para explicar el comportamiento de la a-sarcina
como ribonucleasa. Los mutantes elegidos fueron aquellos en los que la His
137. el Glu 960 la His 50 se reemplazaron por Gín (llamados H137Q, E96Q
y H5OQ, respectivamente). Además, se preparó un doble mutante, sustituyendo
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Tabla 18: pKa aparentes de residuos catalíticos de la a-sardina y de la RNasa TI
residuo
a—sa reina
idi vidad enzimatica R MN (Pdrez-Cañadi lías ci
frente a Ap.A al., 1998)
nativa
His 50 7,8 (7,4-8,0) 7,7 ±0,2
13h06 3,7 (3,7-3,8) 52>-O 1
[-lis 137 &2 (5,9-6.4) =8iz 0.1
residuo
RNasa TI
RMN. seeún referencias
Inagaki et al., 1981 Steyaert et al.. 990;
MeNutí et al., 1990
t-.lis 40 7.910,01 7.7-7» 0.2
Gín 58 43-.-.005 4.l~02
1-lis 92 7.8 ±0,01 7,4 ±0,2
las dos histidinas (1-150/1 37Q) y un triple mutante (1150/1 37/E96Q). La
preparación, producción y aislamiento de estas cinco variedades mutadas de la
a-sarcína. así como su caracterización estructural y actividad frente a
ribosomas, fueron objeto de otra Tesis Doctoral anterior (Lacadena, 1997) y
han sido publicadas recientemente, junto con los estudios que se presentan a
continuacion (Lacadena et al., 1999). De acuerdo con estos resultadlos, todas
ellas malitendirían su estructura nativa, pero habrían perdido su capacidad para
hidrolizar los ribosomas. demostrándose asi su participación en la catálisis. Los
resultados aquí presentados. posteriores, conciernen, al estudio de la capacidad
de estos noutantes para hidrolizarApA, así como a la influencia del pl-.I en esta
reacción.
Cuando los cinco mutantes mencionados se ensayaron utilizando ApA
como sustrato. tanto a pH 5,0 como a pH 7,0. únicamente se observó una
hidrólisis siginificativa del dinucleotido en el caso de la variante 1 150Q. En la
tabla 17 se resumen las características cinéticas dcl mismo, a ambos pH,
comparándolas con las de la u-sarcína natural. Como se puede observar, esta
mutación reduce la k0231 en un orden de magnitud. mientras que no se aprecian
diferencias significativas con respecto a la KM. Ello indicaba que la llis 50
también está implicadia en la catálisis per se, y no en la unión del sustrato (al
i54
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menos deforma directa), si bien su papel debía ser menos importante que el de
los otros dos residuos, Mis 137 y Glu 96, ya que la sustitución de éstos anulaba
por completo la capacidad de la proteína para hidrolizar un enlace fosfodiéster
El estado de ionización de los grupos involucrados en una catálisis
ribonucícolítica de tipo ciclante es crucial, ya que se lleva a cabo por cesión de
protones. Por este motivo, se profundizó en el estudio de la influencia del pl-1
y se caracterizó también el comportamiento de 1-ISOQ (figura 46). Tanto en el
caso de la u-sarcina fúngica como en el de HSOQ, cuando se representa el log
de k1-3)0 frente al ph, se obtiene una curva en la que tanto las pendientes
ascendentes como descendentes son iguales a, o menores que, la unidad, en
valorabsoluto. Ello sugiere que en la reacción de transesterificación (laprimera
etapa) están implicados un único grupo ácido y otro básico. En el caso de la
RNasa TI, sin embargo, son dos ácidos y dos básicos (Steyaert, 1997). Se
admite que la representación de k00)~ frente al pH refleja las ionizaciones que son
las etapas limitantes de la reacción en el complejo enzima-sustrato (Fersht.
1998). Por ello, el ajuste de esta curva permitió calcular los pK de los
supuestos dos residuos catalíticos, ácido y base, en dicho complejo, que
resultaron ser dc 3,8 y 6.8 para la proteína silvestre, y de 4,4 y 8,0 para H5OQ
(tabla 19).
Tabla 19: Parámetos obtenidos del a¡uste de la dependencia de la k~> de latransesterificación
de ApA por u-sarcina frente al ph,y comparación con los valores de pl<, obtenidos por RMN.
Cinética RMN
Nativa l-150Q Nativa con 2’-GMP
pK04 3.8±0,1 4.4>0,1
PRÁ 6,7 1 0.1 8.0±0,2
PIE’? ?,> 41?> -. 7,6
>410, -.4.8
6,8
Determinados por regresión no lineal utilizando la ecuación y> = (k>03’/( 1 -F H/K8 -o 1<~Id),
donde (k>-J es el valor de ka, independiente del pH, Fi es laconcentración de protones y K02
y K,~ son constantes de disociación macroscópicas. La depndencia de k>-~ con el pH se ha
analizado también considerando la implicación de equilibrios de ionización de tres y cuatro
residuos. Se dan también los errores estándares. b Constantes de disociación microscópica
determinadas mediante RMN (Pérez-Cañadillas et al,, 1998).
En el caso de la proteína natural, los valores obtenidos concuerdan
bastante bien con los pK41 microscópicos de la His 137 y el (Mu 96, calculados
en el complejo formado entre la rt-sarcina y el inhibidor 2-GMP mediante
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RMN (tabla 19; Pérez-Cañadiflas ct al., 1998). Este resultado. juntamente con
la total falta de actividad dc los inutantes que afectan a estos residuos, permitió
concluir que la 1-lis 137 actuaría como el ácido general y el Glu 96 como la base
general de la reacción de transesteriticación.
Por otra parte. los valores de ~k obtenidos en cl caso de l-.l5OQ, más
parecidos a lo que sería esperable para una pareja catalítica l-.lis/Cilu. indicaban
inequívocamente que la 1--lis 50 modula el microentorno (leí centro activo ves
uno dc los residuos responsables dc las diferencias de comportamiento frente
al ph con respecto a la RNasa FI. En la figura 46 se puede ver cómo el pH
óptimo de este matante se encuentra desplazado hacia valores mayores.
Por último, la diferencia más importante detectada en el
comportamiento de HSOQ hace referencia a la reaccion dic hidrólisis dcl
producto cíclico intermedio. En el ensayo dc actividad frente a ApA utilizadio
se pueden evaluar por separado los productos dc cada una dc las dos etapas de
la reacción ribonucleolitica (figura 45). Así, las cantidades de adenosina y 3>-
AMP, que se pueden cuantificar por separado a partir de los correspondientes
croniatogramas (figura 43). dan cuenta de la extensión de la primera y segunda
reacciones, respectivamente. Cuando se representa la relación 3—
AMP/>adcnosina lo que se está estudliando es el transcurrir de la segunda etapa.
la reacción de hidrólisis del intermedio cíclico. Al representarla en función del
pH (figura 48), se observa que la u-sardina natural y .l~l50Q sc comportan de
manera similar a valores de pH en torno a 5. Sin embargo, alrededor dc pH 7,
la reacción dc hidrólisis es muy preponderante en cl caso de l-.ISOQ, en
comparación con lo que ocurre en la proteína silvestre. Esta diferencia puede
apreciarse a simple vista en las inserciones de la figura 48. donde se muestran
dos cromatoaramas obtenidos a pu 7,0 pua ¿tmbas proteínas. Como ocurre en
la mayoría de las ribonucleasas conocidas (1 »verix ct al.. 1998). la u—sarcina
es poco eficiente a la hora de catalízar la hidírolisis del producto cíclico
intermedio; tanto que, de hecho. no ha sido posible calcular los parametros
cinéticos de esta segundia etapa. Los resultados obtenidos con cl mutante l—ISOQ
permiten concluir que la Hís 50 modlula la velocidíad dc esta reaccion y que su
sustitución por GIn la acelera muy senstblementc.
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Figura 48: Dependencia con eí pH de la produccion de 3?AMP (reacción de hidrólisis),
expresada en términos de la relación entre 3’-AMP y adenosina producidos, en la reacción de
ApA con u-sardina &) y el mutante H50Q (‘). Inserción: Separación por H.PLC de los
productos de la reacción de ApA 180 pM con u-sardina (A) o el motante H5OQ (B), en
concentración 3.8 uM, durante 14 h a temperatura ambiente. Los picos 1 a 4 corresponden a
3’-tXMP, 2’,3’-.cAMP. adenosina y ApA, respectivarnente.
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D - Clonación y producción heteróloga de la
ribonucleasa U2
Corno ya se ha expuesto en esta Memoria, la RNasa U2 es la
ribonucleasa no citotóxica y de amplia especificidad que más se parece a las
ribotoxinas. lo que se concreta en vanos aspectos:
- la secuencia primaria es la más parecida. lo que hace que se sitúe de
forma intermedia en el árbol filogenético (figura 1).
- presenta especificidad por una base i9uricaa la hora de hidrolizar su
fosfato en 3’, como les ocurre a las ribotoxinas, a diferencia dcl resto dc RNasas
de Za supcrfami Ita dc la TI (tabla 1)..
- su pí-í óptimo de actividad es 4,5 (figura 47).
También se debe destacar el hecho dc que es producida junto con una
enzima, la RNasa 131. mucho más parecida a la RNasa TI. por el mismo
organismo. Esto mismo podría suceder con las ribotoxinas, como ya se ha
descrito anteriormente, y permite aventurar la hipótesis dc que tengan una
cierta relación evolutiva. Por ejemplo, que la evolució.n de las ribotoxinas sc
basa dado a partirde un gen similar, duplicado en el. genoma, lo que permitiría
mantener la función que realizan las enzimas corno la RNasa TI. a la vez que
el gen duplicado puede tomar más libremente nuevos elementos estructurales
que le confieran nuevas actividades. De hecho, esto mismo se postula para el
caso de otras risbasas (ribonucleasas con funciones biológicas especiales) dc
la superfamilia de la RNasa A (Beintema et al.. 1997 Reune retal.. 1997).
Sin embargo, esta enzima no se había estudiado con las técnicas de
manipulación genética tan extendidas Los en día y. dic hecho. no se conocía
nada acerca de su estructura génica. Y era precisamente la posibilidad de
producir formas mutantes de la proteína, especialmente quimeras en las que se
incorporan los elementos extra que presentan las ribotoxinas y que las
difrreneian dc las RNasas no citotóxicas. lo que más interesaba. Especialmente
con la idea de determinar la responsabilidad de esos elementos estructurales en
las funciones especiales de las ribotoxinas.
Por tanto, se abordó la donación y producción heteróloga de la
ribonucleasa U2 para lo cual había que tener en cuenta algunas peculiaridades
ya conocidas de la proteína. Algunas estructurales, como su pequeño tamaño
y su acidez, la presencia de tres puentes disulfuro. dos de ellos con cisteinas
adyacentes en la secuencia de aminoácidos (Sato y Uchi da, 1975e), o la
tendencia a formar enlaces isoaspartato (Uchida y Shibata. 1981: Noguehi ct
al., 1995). Otras dificultades podían surgir de cara a Za producción: la posible
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toxicidad, como ya sucede con otras RNasas de la familia de la TI (Hartley,
1988; Quaas, 1998; Hartley et al., 1996), o la dificultad para su procesamiento
proteolítico al presentar en su extremo amino una cisteina implicada en un
puente di sulfuro.
Obtención del gen
Para aislar el gen. había que recurrir a la fuente original de la proteína,
el hongo U~ti1ago sphaerogena. En la literatura se describen dos cepas a partir
de las cuales se purificó la RNasa 132. Una de ellas es la utilizada por los
grupos japoneses, tanto de la Universidad como de la empresa Sankyo, y que
proviene dcl Dr. Dekker (Arima et al., 1968a). La otra, que no se sabe si es la
misma ono, fue utilizada por Rushizky et al. (1970), y es la depositada en la
ATCC con el número 12412. que a su vez se corresponde con la CBS 534.71.
En nuestro caso, se optó por esta última cepa. puesto que era más fácil
conseguirla.
rnu2 —*~
U. sphaer. U. mayd¡s
mmm
Figura 49: Amplificación por PCI?. del gen mu?, que codifica la RNasa 132, con los
oligonucleotidoss 1325 y 1323 (la banda correspondiente se señala con una flecha). Usphaer.:
Amplificación a partir de cantidades decrecientes del DNA genómico de Ustilago
sphaerogene. U. mavdis: Amplificación, como control,a partir de cantidades decrecientes del
DNA genómico de U, mnavd¡s. 100 pb: escalera de 100 pb que se usó como patrón de tamaños.
-o -oo. o-
o oo o
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Así, la cepa correspondiente proveniente de laATCC se creció en PDN
comprobándose que su morfologia era la correcta con la ayuda del Dr. 1.
Kronstad. dic la L—~iive¡siív ofBr!!¡su Columbia A continuación. sc creció en
50 ml de PDB y se purificó el DNA genómico según un protocolo adaptado
para Us-tilago.
Como ya se ha dicho, no se sabía nada de la estructura nénica, por lo
que. para amplificar el gen, se diseñaron oligonucleotidos específicos para
secuencias próximas a los extremos amino y carboxilo que fueran poco
degeneradas. de acuerdo con la frecuencia dc utilización dc codones en genes
de Us-tiiago. Dichos oligos, 12-5 y 1)2-3. correspondían a los aminoácidos 7
a 14 y- 107 a 113 dc la proteína madlura. iras la correspondiente PCR, se
detectaron cuatro bandas. todas ellas mayores de lo que cabría esperar para la
secuencia amplificada sin intrones <figura 49). Estas bandas se secuenciaron,
y sólo la más pequeña dc ellas correspondía a la que codificaría la RNasa 1)2
<Sato y Uchida, 1 975a; Kanaya y Ltchida, 1 986s 1995). El gen así obtenido se
denominó mnu2. y presenta un intrón dc 116 pb entre los codones dc Pro3ó y
Asp37 (figura 50).
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Figura SO: Estructuro del gen tau? con la traducción de la conespondiente secuencia de
aminoácidos 1 os recuadios indican la se—cuencia impuesta por los oligonucleotidos. Se señala
el intrón, de 117 ph l-.sÉ-i ddposítada en las bases de datos LIMEÉ 1GeneBank>DDBL, con eí
número de acceso A5004827.
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Una vez caracterizado el gen responsable de la síntesis de la RNasa 1)2,
y dc cara a preparar las estrategias de producción heteróloga de la proteína, era
además necesario disponer del cDNA para así amplificar exclusivamente la
secuencia codificante. sin intrón. Para ello, se estudiaron primero las
condiciones de producción de RNasa U2 por parte del hongo en cultivos
líquidos, tanto en el medio descrito por Arima et al. (denominado «medio
Us/dago» o MU; Arima et al., 1968a), como en PDB. La actividad que
producían los cultivos se evaluó realizando zimogramas frente a poli(A) a pH
4.5. De esta forma se vio que se producía RNasa U2 cuando se incubaba varios
días x el hongo había crecido suficientemente, tanto en MU como en PDB.
Mediante ultracentrifugación en cloruro de cesio, se aisló entonces el
RNA total dcl micelio de U sphaerogena cultivado en MU durante 45 horas.
A partir de 50 gg este RNA total, se sintetizó el cDNA de doble hebra usando
cl k¡t «Marathon» dc Clontech. Se amplificó el gen con los mismos oligos que
se usaron con el DNA genómico, obteniéndose una banda principal, cuyo
tamaño era el esperado para el fragmento del gen rnu2 sin intrón. La
secuenclación cíe dicho fragmento confirmó que, efectivamente, se trataba de
la secuencia codificante de la RNasa 1)2, correcta y completa.
Estrategias de producción en Eseherichia coil
A la hora de abordar la producción heteróloga de una proteína, todavía
hoy sigue siendo E. coli el sistema más sencillo. Por ello, y a pesar de las
dificultades señaladas, se optó por intentar la donacióny expresión del gen de
la RNasa 1)2 en esta bacteria. Para ello. se emplearon dos estrategias. basadas
ambas en la secreción de la proteína recombinante, ya sea al periplasma o al
medio extracelular. Así, se pretendía evitar la toxicidad que implicaría la
presencia intracelular de una RNasa.
Secreción al periplasma (estrategia pINOU2)
Laconstrucción del vector utilizado, que se denominó pFNOU2, se basó
en el clonaje del gen rnu2. amplificado por PCR. en el vector pfNUIOmpA2
(Ghrayeb et al., 1984) de forma que se conseguía la fusión del péptido señal de
la OmpA y la RNasa U2. Se eligió esta estrategia porque era prácticamente
idéntica a la empleada, con muy buenos resultados, para la producción de
u-sarcina (Lacadena et ah. 1994). El procedimiento seguido se muestra en la
figura 52 y, esencialmente, consistió en introducir rnu2convenientemente
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digerido con ,V#I y RglII. entre los sitios compatibles EcoRI y Bun~H1 de 
pINIIOmpAs. Esta construcción debía producir una proteína que se exportase 
al periplasma con tres aminoácidos más que la RNasa U2 en su extremo amino, 
concretamente Ala-Glu-Leu. En primera instancia no se intentó eliminar 
porque se pensó que el procesamiento postraduccional scría mejor así, que si 
el extremo amino fuera la cisteína original. 
;‘: pINOU / 
‘\ J 
SPasa 
-c 
Figura 52. Esquema de la estratega plKOL’2 
Una ver conseguido el plkmido pIXOU2. se transformaron las células 
de JY:. coli adecuadas para este sistema de producción. RB79 1, y se realizaron 
ensayos de producción piloto. Sin embargo, ni en el medio extracelular ni en 
las fracciones soluble o insoluble de los lisados celulares se apreciaron 
cantidades significativas (con respecto a los controles) de ninguna banda que 
pudiera corresponder a la RNasa U2. Sí se observó una gran abundancia de 
proteínas en los medios extracelulares de estos cultivos, con un patrón de 
bandas electroforéticas bastante parecido al de los lisados celulares. Esto no es 
habitual, sino que lo normal es que el medio extracelular aparezca 
prácticamente limpio de proteínas. Este resultado se mantuvo al cambiar de 
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células productoras, utilizándose la cepa JA22 l,por lo que no parece que fuera
una característica de la cepa utilizada. fodo parecía indicar que la expresión de
la RNasa 1)2 provocaba la lisis de células del cultivo, aunque no parecía que
el crecimiento global del mismo se viera afectado. La interpretación más
probable para estos resultados consiste en atribuir esta lisis celular a la acción
citotóxica dc la RNasa U2. Aquellas células que la produjesen, morirían y se
lisarían. Esto, en cierta manera. provocaría que se seleccionaran las células no
productoras y explicaría que no se detectara la RNasa U2 en el cultivo.
Secreción al medio extracelular (estrategia pINGU2)
Esta estrategia se desarrolló en colaboración con los Drs. Richard Kao
y Julian Davies, de la University ofBritish Columbia. Se basa en producir la
RNasa [2 utilizando el mismo vector que para la producción de mitogilina y
sus mutantes: el plásmido p[N03552 (figura 53; Better et al., 1988 y 1992; Kao
y Davies. 1995 y 1999: Kao et al., 1998).
En esta construcción. la expresión del gen sc controla con el promotor
del gen aruB de Salmonella tvphiniurium, que está fuertemente regulado y se
puede inducir por L-arabinosa. En el plásmido está también aroC. un gen
regulador de dicho promotor. Mediante PCR solapante de fragmentos, de forma
similar a como se hizo para la producción dc mutantes de mitogilina (Kao et
al., 1998), sc colocó la secuencia de la proteína madura a continuación de la
secuencia seflal del gen peiR de Erwinia earo/ovora, otra bacteria gram
negativa. El plásmido incluye como selector el gen resistencia a tetraciclina.
tina vez construido el plásmido, se transformaron células competentes
derivadas dc la cepa W3 110 (Better et al., 1992), suministradas por el
laboratorio de Vancouver. Los ensayos de producción piloto demostraron que
en este caso sí se obtenía laproteína madura y activa en el medio extracelular,
si bien en muy baja cantidad. Como se aprecia en la figura 54. la cantidad de
proteína producida es tan escasa que no se observó tras una tinción con azul de
Coomassie del correspondiente gel, tras PAGF-SDS. Es necesario recurrir a la
realización dc un zimograma a píl 4,5 para detectar su presencia <figura 54C).
Además. se observa la presencia de otras bandas, de mayormasa molecularque
la RNasa 1)2, incluida la correspondiente a otra RNasa ácida constitutiva de E.
col!. Este resultado sugiere que aunque en menor medida, también puede tener
lugar la muerte y lisis celular cuando se induce la expresión de la RNasa U2.
En cualquier caso, a la vista de que al ínenos se podía medir su actividad, se
decidió llevar a cabo una purificación a gran escala.
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Figura 54: Flectroforesis de
una alícuota del medio
extraceltílar de céltílas de E
rol! conteniendo pINGIJ2 ti-as
RNasa 16 h de inducción con
de E. Col! í-arabinosa. A: PAGE-SDSteñida con azul de Goomassie.
en condiciones no reductoras,
B: parrones preteñidos dc masa
molecular, C: zimograinade la
RNasa U2 misma muestra que en A.
madura
Producción en Eseherichia cdi
Para purificar la RNasa 1)2 de E. col! se utilizó el plásmido plNGtI2
con células W3 lío, según el protocolo que se describe en el correspondiente
apartado dc métodIos. Resumiendo, se operó de la siguiente forma. Con esta
cepa transformada por cl plásmido, se cultivaron 21 de medio, que se indujeron
con L-arabinosa. Se separó el medio extracelular por centrifugación y se
dializó. Este dializado se fraccionó mediante una cromatografíade intercambio
ío.níeo en l)EAE-celulosa a pu 6.0. iras la elución. se recocíeron las fracciones
cíuc presentaban actividad, tanto en ci ensayo frente a RNA total coñ~o en el
zimograma.
El conjunto de fracciones activas recogidas del DEAE se concentró s
se aplicó en la coltuxina de penetrabilidad de Biocel [‘ICEn esta columna se
consigue separar la RNasa 1)2 dc la RNasa de E. col!, pero el espectro de las
fracciones recogidas indicaba que había otros contaminantes; entre ellos, otra
proteína mayor. Para mejorar la purificación, se pasó la muestra por una
columna de penetrabilidad (<sSuperdex») en sistema FPLC. En el perfil
obtenido tras esta columna, de mayor resolución. se observó un pico principal
de absorbancia, que no coincidía exactamente con el pico de actividad
Asimismo, en la eleetroforesis dc estas fracciones se observa que hay más de
una banda. aunque es curioso que en las cromatografías (le penetrabilidad,
realizadas en dos soportes distintos, las dos proteínas eoeluyan. En definitiva,
no se lograba la purificación eficaz de la proteína, y el rendimiento obtenido no
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fue demasiado bueno, por lo que se optó por intentar la producción de la
proteína en otro sistema.
Estrategias de producción en Pichiapastoris
Para laproducción de la proteína, se eligió en segundo lugar la levadura
Pichia pastorls, pensando en que presentaría una serle de ventajas. Una
primera. de carácter general, es que, al tratarse tambiénde una proteína fúngica,
el uso dc un organísmo mas parecido podría ayudar a su mejor producción.
Esto se concreta en que las rutas de secreción serán en principio más parecidas,
por lo que el plegamiento de la RNasa 1)2 puede realizarse en un ambiente más
parecido al que encuentra en el hongo original. Así, es previsible que se vea
favorecida la correcta formación de los tres puentes disulfuro. Otra ventaja era
la posibilidad dc poder controJar el pH del medio de secreción donde se
acumula la proteína lo que es especialmente importante para evitar la
formación de enlaces isoaspartato en la RNasa 1)2. como ya se ha comentado.
Todas las estrategias abordadas suponían la producción extracelular de la
proteína, para mimetizar la ruta de biosíntesis en el hongo y, además, evitar los
indeseables efectos citotóxicos que tendría su producción intracelular.
Estrategia pPICU2
La primera estrategia que se planteó fue producir la RNasa U2
fusionada con lasecuencia prepro del factor udc apareamiento deS. cerevtslae.
títilizando para ello el plásmido pPIC9 de Invitrogen, construyendo un vector
denominado pPICU2 (figura 55), mediante la ligación dcl gen r;w2 fainqueado
por los sitios de restricción SalT y NoiI, en los respectivos sitios compatibles
.-Vhol y NoII de pPIC9. con la precaución de colocar las secuencias de la RNasa
1)2 y el péptido líder en fase. Esta estrategia se había utilizado con éxito en
nuestro propio laboratorio, en la producción del alergeno principal del polen
de olivo. Ole e 1, obteniéndose un rendimiento de 60 mg/l (Huecas ct al.,
1999).
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Figura 55: esquema de la estrategia pPICU2. 
Tras construir el plásmido pPICU2 y verificar su secuencia, se digirió 
con B$II para obtener un fragmento lineal cuyos extremos solapasen con el gen 
.4O.Y1. Con este fragmento SC transformaron células GS 115. y se seleccionaron 
aquellos transformantes que presentaban fenotipo Mut”, con los que se llevaron 
a cabo experimentos de producción piloto, evaluando la producción de RNasa 
U2 en los caldos extracelulares mediante PAGE-SDS y zimograma. Si bien no 
se detectaba la proteína tiñendo con azul de Coomassie los geles de 
electroforesis, sí se observaron en varias de las cepas transformadas distintas 
bandas de actividad en el zimograma. Una de ellas correspondía con el tamaño 
esperado para la RNasa U2, pero también aparecían bandas de mayor tamaño 
(figura 56). 
Resultados ycl¡scus¡ón 167
pPICU2 PHSU2
Figura 56: Zimograma frente a
poli(A) de los medios
extracelulares de cepas
transformadas con pPICU2 o
pl-.15t92. Se señala con una flechala banda correspondiente a la
RNasa 132 madura.
--. RNasa U2
madura
La presencia de estas bandas de menor movilidad electroforética se
achacó a que en el extremo amino de la proteína madura hay una cisteina que
forma parte dc un puente disulfuro. Con cl vector pPIC1)2, la célula debe
producir un precursor que, tras cortársele la secuencía señal, se dirige a la ruta
de secreción, donde es plegado y enviado al aparato de Golgi. Aquí actúan las
proproteina convertasas (discutidas en profundidad anteriormente), que
tendrían que cortar la secuenciapro tras los residuos -L-E-K-R-. Sin embargo,
los resultados obtenidos sugerían que la presencia del puente disulfuro en la
que está implicada la eistcína del extremo amino impedía el corte correcto,
produciéndose, además de la RNasa 1)2 madura, especies mal procesadas, de
mayor masa molecular (figura 56), o incluso agregados debidos a la incorrecta
formación de puentes disulfuro intercatenarios. Esta estrategia, por tanto, se
abandonó.
Estrategia pIISU2
A la vista de los resultados susodichos, se optó por utilizar el plásmido
pHIL-S 1 de Invitrogen. que tambiénse había empleado con éxito para producir
la u-sarcina(figura 57). En este caso se fusionaba laproteína madura al péptido
señal de la fésfatasa alcalina de P. pos/cris, incluido en el plásmido. De esta
forma se pretendía evitar el problema de procesamiento que parece darse en
pPIC9, ya que el péptido señal es cortado por la peptidasa señal cuando la
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proteína se transloca al retículo endoplásmico y, por lo tanto, la proteína no se 
encuentra plegada y el puente disulfuro no se ha formado todavía. En la 
construcción usada hay tres aminoácidos. Arg-Glu-Leu, que hacen de 
espaciadores, resultantes de la estrategia necesaria para la yuxtaposición de los 
fragmentos de DNA, consistente en la ligación del gen ~~7.242 flanqueado por los 
sitios de restricción M$I y BgnI en los sitios EcoRI y BamHI de pHIL-Sl 
(figura 57). El plásmido así obtenido se denominó pHSU2. 
pCR- ‘\ 
UZMB 1 
‘\ / i-l/’ 
SPasa --. 
d 
Figura 57: esquema de la estrategia pHSU2 
Con el fragmento lineal de pHSU2 cortado con BglII se transformaron 
células GS 115, seleccionando una vez más los transformantes que presentaban 
fenotipo Mut”. Con estos se llevaron a cabo experimentos de producción piloto. 
en los que se observó, al hacer el zimograma de los medios estracelulares, que 
se producía una única banda activa. correspondiente al tamaño esperado para 
la RNasa U2 (figura 56). Se seguía produciendo muy poca proteína, al igual 
que pasaba en E coli pero. al no producirse lisis, el medio extracelular de P 
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pastorís tenía pocas proteínas extracelulares y en baja concentración, como es
habitual en los cultivos de esta levadura. Además, no se apreciaba, al contrario
que en E. co/!, la presencia de ninguna otra RNasa contaminante. Por eso, se
decidió abordar su purificación.
Producción en Pichia pastoris
En este caso, para producir la RNasa 1)2 en este sistema cucariota, lo
primero que sc hizo fue seleccionar la cepa 05115 transformada con pHSU2
que produjera más RNasa U2. Dado que la transformación pasa por la
integración ¿enómica del DNA heterólogo (o, al menos, del gen HJS4 usado
para la selección). se producen transformantes muy distintos, porque el DNA
heterólogo se integra de varias formas y en distintas posiciones, como ya se ha
explicado en cl apartado dedicado a la df-sarclna..
Para facilitar este proceso de selección, lo que se hizo fue desarrollar
un método para ensayar fenotípicamente la producción de la proteína en
múltiples cepas. Este consiste en inocular las cepas en MM con agar, un medio
donde sc incluye el metanol. que es el inductor del promotor utilizado para
producir la proteína, conteniendo además RNA de levadura (al 2%) y azul de
toluidina, El colorante tiñe de azul el RNA intacto pero. al secretar las cepas
la RNasa. éste es digerido cambiando el colorante a una tonalidad roja, que se
puede ver a simple vista o con un sencillo filtro azul. Este método facilita
extraordinariamente la elección dc la melor cepa productora y es muy sencillo
de aplicar en el caso de la RNasa U2, una ribonucleasa muy activa, poco
específica y con un pH óptimo ácido.
Para coínpletar la selección con las cepas que más producían según el
criterio anterior se hicieron ensayos de producción piloto en medio líquido,
midiendo la cantidad de RNasa U2 mediante la cuantificación de la hidrólisis
dc RNA. Tras esta segunda selección, que ya se aplicó a un número menor dc
cepas productoras. se eligió aquella que más RNasa U2 secretaba al medio
extracelular.
Producción en medio semiminimo
Sc hizo una primera producción dc RNasa U2 utilizando medio
semimínimo (BMGY y BMMY), como se había hecho con la u-sareina (véase
el apartado correspondiente) y con Ole e 1 (Huecas et al., 1999). En este medio,
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además de incluir los componentes cíe un medio mínimo (la mezcla llamada
YN 13. biotina. una fuente de carbono Y otra de nitrógeno) y tampón fosfato a
pH 6.0 (para controlar el pEl dcl medio de producción), se añaden peptona y
extracto de levadura, que ayudan a consecuir mayores densidades cte células en
el cultivo. y también ayudan a evitar la acción de proteasas extracelulares. Sc
trata, por tanto, cte un medio relativamente rico y con el color «miel»
caraeteí-í=-ticode los calcIos de cultivo que incluyen peptona, triptona o distintos
extractos celulares. Se recalca este aspecto dcl color porque cuando se llevó a
cabo la cromatografía de intercambio íónico que supone la primera etapa de la
purificación, se detectó la presencia de contaminantes de tonalidad amarilla, no
proteicos. cuyos valores de absorbancia. con n.£áximos a 260 orn.
distorsionaban todas las medidas. Además, estas sustancias, que estarían
carnadas negativamente, interferían con la retención de la proteína en cl soporte
cromatográfico. Se intentó eliminarías, mediante la utilización cíe carbón
activo, pero no fue posible.
A la vista de que no sc lograba purificar la RNasa 1)2 por la presencia
dc estos: contaminantes, se optó por utilizar otro medio. minimo e incoloro.
Producción en medio mínínio tamponado
Antes cíe realizar un purificación a gran escala. se ensayaron distintas
condiciones. utilizando medio tamponado o no y variando la adición de
oletanol durante la fase dc inducción, como se expuso en cl apartado de
métodos Estas pruebas indicaron cíue se obtenía mayor actividad
ribonucleolítica en medio tamponado y con adición dc metanol dos veces al
cha, por lo que se utilizaron estas condiciones para parificar la proteina.
En estas purificaciones, los espectros dcl medio extracelular eran va
claramente, tras la diálisis, los de una fracción proteica, además dc que no se
observaba el mismo color amarillo intenso. Tras distintas pruebas de elución
de la cromatoísrafl’a de intercambio iónico con DEAR-celulosa. se decidió
utilizar para la elución dc la proteína en un gradiente de concentración salina.
desde O a 0,5 Nl de NaCí. Las fracciones con actividad ribonucleolítica a pH
ácido se concentraron y-se volvieron a fraccionar mediante una cromatografía
de penetrabilidad en una columna de Sephaclcx 0—75.
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Fermentación
Con la idea de aumentar el rendimiento en la producción de RNasa U2
con la misma cepa, se ensayó el cultivo en fermentación, en colaboración con
los Drs. 1-lumberto Martín y MaríaMolina, del Departamento de Microbiología
II de la Facultad de Farmacia de esta Universidad.
Esta se llevó a cabo en un fermentador Biostat E, con una vasija de
cristal y acero dc 5,8 1 de capacidad, y 4 1 de medio de cultivo inicial. Se
siguieron las directrices de Stratton el al. (1998), cíue son las que aconseja
también la empresa Invitrogen. En la primera fase, el crecimiento del cultivo
sc realiza en cl medio inicial, que contiene un 40o de glicerol, y sc alcanzó una
densidad celular (0D6%) de 52. con un peso húmedo de 65 gIl. Después se hizo
una segunda fase de crecimiento por alimentación externa de glicerol al 500 o.
en la que se duplicó la masacelular (densidad óptica dc 115,130 gIl). Tras para
la alimentación con glicerol, se dejó agotar este, hasta que subió el porcentaje
de oxigeno disuelto. Entonces sc inició la inducción de las células, lo que se
hizo con un flujo constante dc 0,2 mí/mm de metanol, tal y como está
recomendado en las citadas directrices, en las que se indica que de esta forma
se compensa la pérdida de metanol que se produce, tanto por el pequeño
consumo de las células con fenotipo MutS. como por evaporación.
Sin embargo, se observó que a partir del segundo día de inducción la
masa celular empezó a disminuir. 1 lacia el final del cultivo se fue observando
que aparecían células de menor tamaño y sin refringencia, y al centrifugar el
cultivo aparecieron dos poblaciones de células: unas de color blanco y otras de
color grisáceo, que sedimentaron antes en la centrifugación, y que no se
reprodujeron apenas al sembrarlas en una placa de YPD. Por tanto, estábamos
ante un caso dc muerte celular, que podría deberse a dos causas: un exceso dc
metanol en el medio. que pudiera ser tóxico, o que la producción de la RNasa
1)2 fuera la causante de la citotoxicidad.
Se valoró la actividad ribonucleolítica a pH 4,5 dc las alícuotas de la
fase de inducción, observándose que la actividad iba aumentando, pero que
permanecía siempre en niveles menores que en los cultivos en matraz. En
colaboración con Nuria Peña y el Dr. Julio Reviejo. del Departamento dc
Química Analítica de esta Facultad, se valoró la concentración de metanol en
las muestras, utilizando un biosensor que han desarrollado, y que utiliza
precisamente la alcohol oxidasa de P. pastorlÉ. Los resultados indicaron que,
cuando la densidad del cultivo empezó a decrecer, la concentración de metanol
cocí cultivo ya era superior al 5%, y que se siguió acumulando el metano hasta
lIcuar a niveles mayores del 200 o. De hecho, la concentración dc metanol en el
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medio de cultivo era poco inferior a la correspondiente a la cantidad de metanol
que se había añadido en cada tiempo, por lo que no se consumía prácticamente
nada de inetanol en cl cultivo. Por tanto, esto es lo cíue había provocado la
toxicidad para el cultivo, haciendo que no fuera viable y que, por tanto, no
produjera cantidades sit~nificativas de RNasa 1)2.
En estos momentos se ha abordado un nuevo ensayo de fermentacion.
en ci que sc va a medir la concentración de metanol presente en el medio
durante toda la fase de inducción. utilizando esos valores para ‘ajustar dicha
concentración al nivel de inducción deseado, entre 0,5 y 1 9/a,
Purificación de la RNasa U2 natural de Ustilago sphaerogena
la R.Nasa 1)2 se descubrió y caracterizó a finales de los años 60 y al
comienzo de los 70 (Arima et al.. 1 968a; Rushizkv. 1970). Además. sc conoce
desde hace unos años su estructura tridimensional (.Noguchi et al.. 1995). Todo
ello induce a pensar que se trata de una proteína bien caracterizada. Sin
embargo, esto no es así. A pesar de ser pequeña y- catalizar una reaccion
«sencilla», reúne toda una serie de peculiaridades, ya comentadas, que la
convierten en una enzima muy- sineular. Muchas de estas peculiaridades no
están bien explicadas o caracterizadas ~ otras, dluc se han observado clurrinte la
realización (leí trabajo presentado en esta Memoria, ni siquierase comentan en
las publicaciones con’espondientes. Todo ello obligó a purificar RNasa 1)2
natural, a partir del hongo U sphaerogena, para utilizarla como referencia.
Especialmente en lo que respecta a su comportamiento eleetroforético y a su
espectro dc emisión de fluorescencia que. como sc discute más adelante, son
muy singulares.
Con el fin dc llevar a cabo esta purificación, se obtuvo la cepa de
t siíhuo sphuerogena C135 534.71. equivalente a la A.iCC 12421. que se
creció en PDA. observándose una morfología similar. Se rcalizaron pruebas de
producción dc la RNasa 1)2. valorándose la actividad a pH 4.5 frente a RNA
total.
La purificación se realizó a partir de 3 1 dc MU, que se inocularon con
un precultivo crecido en PI)i3, que se incubaron a 30 >2C durante 100 h. Al cabo
de este tiempo se recogieron los cultivos que crecían deforma «desagregada»,
que eran los que producían más actividad, descartándose un cultivo que crecía
r --Ii-.-.. r1 - -
en íurma cte «estreíías» íííarrw.ntosas. i)e estos cultivos se separó ci medio
extracelular. al que sc sometió al mismo proceso dc purificación que a la
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RNasa U2 recombinante de P. pastorls. En las eromatografías se midió
también la actividad ribonucleolítica a pH 7,5. pues en estas condiciones
también se produce la RNasa UI, observándose que se separaba en la
cromatografia de intercambio iónico, como se describió anteriormente (Arima
et al.. 19684.
Caracterización de la proteínas nativa y recombinante
El análisis eleetroforético de las RNasas U2 obtenidas, tanto de
Usil/ago sphaerogena (natural) como de Pich!apaswr!s (recombinante), reveló
que las proteínas eran homogéneamente puras, al menos en lo que respecta a
la contaminación por componentes proteicos. Se compararon las movilidades
electroforéticas de las proteínas obtenidas, reducidas y sin reducir, con las de
los patrones de masa molecular (figuras 58 y 59). Eso permitió calcular unas
masas moleculares de 9,5 kDa para la RNasa U2 nativa, y de 10.6 kDa para la
recombinaí-yte, cuando no se han reducido. Al reducirlas con 2-mercaptoetanol,
las movilidades corresponden a 24,0 kDa para la proteína nativa y 24,6 kDa
para la recombinante.
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Figura 58: PAGE-SDS de RNasa 132 purificada de U. sphacrogcnu (2.5) y dep. pas-toris (1,
4), sin reducir (1.2) y reducida con 2-mercaptoetano] (4,5)3: patrones de masa molecular
preteñidos. 6: patrones de masa molecular (en kDa, a la derecha).
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Ambas proteinas sin reducir migran bastante más que lo que
correspondería a la masa molecular esperada (12.4 kDa en la proteína natural
12,8 kl)a en la recombinante), por lo que.. aún en presencia cíe SDS. la
proteína parece ser bastante compacta, no asimilable a la forma de varilla que
adoptan. la mayoría cíe las proteínas en presencia de SDS, lo que se explica por
la presencia de los tres puentes disulftiro. Aun teniendo esto en cuenta, la
diferencia entre ellas es bastante mayor que la que corí-espondería al aumento
de masa molecular debido a los tres aminoácidos extra presentes en la proteína
recombinante, lo que apuntaría a la existencia de conformaciones distintas.
Pero el hecho más destacado es la movilidad dc las proteinas reducidas,
que sc comportan como dímeros, ajustándose mejor díue los monómeros a la
movilidad prevista (24.8 kDa para la natural, 25,6 kDa para la recombinante),
por lo que estarían en una conformación más desplegada en presencia de SDS.
Hay que descartar que la dimerización sea producto de un error experimental
por no añadir suficiente agente reductor. ya que se ha probadotanto con
2-mercaptoetanol como con D1T. y siempre en condiciones saturantes e
hirviedno las muestras, obteniendo los mismos resultados (figura 59). Esta
dimerizacion producida por la reducción no se ha conseguido explicar, ni se
han encontrado cñros ejemplos en los que suceda. Ni siquiera se menciona este
hecho en los trabajos anteriores sobre a RNasa 1)2.
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Figura 59: PAGE-SDS de RNasa 132 purificada deP d con distintos agentes
reductores. 1: con mercaptoetanol al 5%. 2: con ditiotreitol al 0.2%. 3: sin aqente reductor. 4:
patrones de masa molecular (en kDa).
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La pureza de las preparaciones se confirmé con zimogramas frente a
poli(A). en los que aparecía una sola actividad ribonucleolitica en la proteína
natural. En las preparaciones de la proteína recombinante se observó también
la banda de actividad ribonucleolítica correspondiente. aunque en algunas de
ellas se observó otramás. de menor actix’ividad, que presentaba una movilidad
electroforética similar a la de la RNasa U2 natural (figura 60).
12
Figura 60 Zimograma frente a
poli(A) de RNasa U2 purificada
de U sphaerogena (1) y de
E. pastora (2). Se han aplicado
0,4 pg de cada proteína.
El análisis de aminoácidos de la RNasa L12 natural y de la proteína
recombinante (tabla 20) se ajusta razonablemente a lo esperado según sus
secuencias, incluidos los tres aminoácidos extra de la proteína recombinante.
Sin embargo. hay que destacar sobre todo las diferencias obtenidas en cuanto
al contenido en algunos aminoácidos.
Si se observa la composición de aminoácidos de la RNasa U2 natural
purificada (tabla 20) se ve que. en general,-casi todos los residuos se ajustan
razonablemente bien al valor esperado. Hay pequeñas diferencias que, en casi
todos los casos, son atribuibles a las deficiencias propias del método. Por
ejemplo. el contenido en Val e Ile es relativamente bajo, pero ya se sabe que el
valor correspondiente a estos dos aminoácidos siempre se calcula por defecto
si la hidrólisis ácida se lleva a cabo durante sólo 24 h. Sin embargo, es muy
llamativo el contenido en Tyr, muy pequeño respecto al esperado. En nuestro
laboratorio, la experiencia diceque la Tyr es un aminoácido que se calcula muy
bien tras la hidrólisis ácida de las proteínas, salvo que haya tenido lugar algún
proceso de oxidación fuerte o que no se haya alcanzado un vacio suficiente.
También puede ocurrir, si no se añaden cantidades correctas de fenol a la
mezcla de hidrólisis, que se dore el anillo aromático y, por tanto, se modifique
el aminoácido. No parece que este sea el caso pues las hidrólisis se llevaron a
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cabo simultáneamente con las de u-sarcina, como proteína patrón en este caso.
y se obieñieron valores correctos, Por otro lado, tampoco es atribuible a la
presencia de una contaminación proteica ya que los valores de Met y Lvs. dos
aminoácidos ausentes en la RNasa U2. están de acuerdo con lo esperado.
Tabla 20: Análisis de aminoácidos de las RNasas
Reeowkir~inte
16= ~24
9,3 7.8
12,2
10,7 0,0
72 7.1
10,7 11,3
7,6 6,8
4.9 4.8
0,6 04
4,5 2,7
3,0
7,2 7.3
3,0 2,4
ud nd
2.2 2.8
0.5 0.5
__ 2.7
nd: no detcrnsinado
Número de residuos deducido de la secuencia primaria. En
residuo más de los marcados con asterisco.
U2 purificadas
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la proteína recomb inante Ii ay un
Sobre la composición de la proteína recombinante (tabla 20) se puede
Herir e mmnnn “ ~n los mismos ter.mlnos, que ~ LkJ para la ~ e-o
el párrafo anterior, •l’odos los ami noad idos, en general, sc ajustan a lo previsto
salvo la Tyr. cuyo valor coincide con el calculado para la proteína natural. En
este caso, también es muy baja. sin embargo, la cantidíadí de Asx. No se ha
encontrado, por el momento, una explicación razonable que permita aclarar
esta observacion.
Se podrían explicar también las divergencias encontradas sería que sí
hubiera impurezas en la preparación. Sin embargo, como ya se ha comentado.
no se deteeta ninguna otra proteína en la PAGE-SDS, ni en condiciones
reductoras ni sin reducir (con el gran cambio de movilidad que conileva en este
caso), por lo que se podría decir que está pura en más de un 990 o. Es poco
probable que un componente proteico que no se detecta en la electroforesis esté
presente en un a cantidad suficiente corno para distorsionar el resultado del
análisis de aminoácidos. Otra explicación, más plausiblc seria que hubiera
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alguna impureza de tipo no proteico. Por ejemplo, algún componente
nucleotídico que permanezca unido a la RNasa durante el proceso de
purificación. De hecho, lahidrólisis ácida dc nucleotidos rinde aminoácidos o,
al menos, moléculas que se comportan como tales al ser fraccionadas en el
analizador (Dr. Martínez del Pozo, comunicación personal).
En el espectro de absorción en el UV-visible se observa una sensible
diferencia entre la RNasa U2 nativa y la recombinante (figura 61). Al calcular
los coeficientes de extinción con los análisis de aminoácidos. se obtuvieron los
valores dc 0,97 l~g1 cm~’ para la proteína recombinante. y dc 2.20 l’g’ ~em’para
la natural. en contraste con los publicados para la RNasa tJ2 natural, de 1,55
l41’em~ (Sato y Uchida. 1975d; Egami et al., 1980) y 1,84 lg~1cm< (Minato
e l-Iirai, 1979). En el caso de la proteína natural, se podría considerar la
existenciadc otra banda de absorción añadida a la de la proteína, especialmente
sí se considera la absorción presente a más de 315 nm, donde la proteína no
debería absorber. Quizá sea esta otra banda. no debida a componentes
proteicos, la que propicie un coeficiente de extinción tan alto.
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Figura 61: Espectros de absorbancía de RNasa U2 natural
(línea continua).
300
(linea discontinua) y recombinante
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El espectrode dicroísmo circular (figura 62), sin embargo, es igual para
ambas proteínas, tanto en el LIV próximo como en el lejano, y similar al
publicado anteriormente para la isoforma 1)2-A. en la que no se habría formado
ningún enlace isoaspartato (Uchida y Shibata, 1981), lo que permite concluir
que la estructura secundaria se mantiene en ambas proteínas, a pesar deque tos
resultados electroforéticos sunieran la existencia de variaciones
con lormacionales.
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Figura 62: Ponsrsrno de CD en el. L1V lejano (A) y próximo. (E) de RN
coníi nua) y recomEnante (1inca d iscontin ría).
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Figura 63: Espectros de emisión de fluorescenciade las RNasas ti2 purificadas nativa (A) y
reconibinante (E), para excitación a275 nm (Iineacontinua)y995 nm (línea discontinua). Las
unidades de emisión son arbitrarias
El espectro de emisión de fluorescencia, sin embargo, sí muestra una
clara diferencia entre ambas proteínas (figura 63). Hay que recordar que la
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RNÁsa 112 tiene un só!o residuo de tríptófano y diez de tirosina. En la proteína
natural, sólo se observa la emisión de fluorescencia típica de las tirosinas. Sin
embargo, en la proteína recombinante, se observa un aumento de la emisión,
claramente atribuible a una contribución de Trp. Esto es aún más evidente si
sc excita a 295 nm (figura 63). Por tanto. el Trp se encuentra desactivado en su
emisión de fluorescencia en la proteína natural, lo que no sucede, al menos de
forma tan intensa, en la proteína recombinante. El espectro de fluorescencia
que hay publicado para la RiNasa U2 natural presenta la misma desactivación
de la fluorescencia del triptófano que la observada en este trabajo para la
proteína natural (Minato e Hirai, 1 979).
En cuanto a la actividad enzimática dc ambas proteínas, los valores de
(a actividad específica obtenidos son bastante semejantes (tabla 21). La mayor
actividad específica de la proteína recombinante puede ser un artefacto
metodológico, puesto que no se han podido realizar simultáneamente ambas
determinaciones. Asimismo, no se han comparado con los valores
anteriormente publicados, puesto que dichos autores no utilizaban el mismo
método que cl aquí empleado. basado en laprecipitación con acetato de uranilo
(Dickman y Trupin, 1959: García Segura, 1985).
Tabla 21: Actividad especifica frente a
a ApA de las RNasas U2 purificadas.
RNA y parámetros de la actividad enzimática Frente
Actividad
RNasa U2 específica
(u.a.Ig”)
Actividad frente a ApA
K,,, mM) k (n>in<)
Natural 7000 45 ±8 271 3
Recombinante 7600 200±27 3514
Los parámetros de la reacción frente a ApA también son similares (tabla
21), y también en este caso no se puede descartar un cierto error metodológico,
puesto que el número de puntos utilizado no ha sido el mismo en ambos casos.
En estos momentos sc está realizando en mejores condiciones dicho ensayo,
para dar unos valores más fiables.
Una vez sc disponga de esos datos. se podrá comprobar la utilidad del
sistema de producción recombinante de la RNasa 112 en Y pastor!». Sin
embargo. no es necesario disponer de esos datos para realizar una primera
discusión sobre la conformación estructural de la proteína recombinante.
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La proteína nativa y recombinante pueden tener distinto patrón de 
puentes disulfuro 
La RNasa U2 nativa tiene tres puentes disulfuro, dos de los cuales están 
juntos, pues implican a los residuos Cys 54 y Cys 55 (Sato y Uchida, 1975~). 
Uno de ellos, el formado entre las Cys 55 y 96, está muy próximo 
espacialmente al Trp 60, según se deduce de la estructura tridimensional (figura 
64). Así, este puente disulfuro podría ser el agente desactivante de la 
fluorescencia del Trp 60 en la proteína nativa. El otro puente se forma entre las 
cys 1 y 54. 
Figura 64: sobre la estructura en cinta de la RNasa U2 (en azul), obtenida del cristal de la 
isoforma U2-C (Noguchi et al., 1995; referencia 1 rtu del PDB), SC destaca el Trp 60 (en rojo) 
y los pares de cisteínas de los puentes disulfuro: en verde. el par 55-96, y en amarillo el I-54 
(a la derecha) y el 9- 113. En naranja se destacan los átomos de azufre. 
Sin embargo, esta desactivación no se da en la proteína recombinante. 
por lo que lo que puede suceder es que los puentes disulfuro estén mal 
formados. De hecho, la diferencia de secuencia entre las dos proteínas afecta 
precisamente al extremo amino, donde la recombinante tiene tres aminoácidos 
más. Al estar las dos Cys tan próximas, sería posible que se formaran dos 
puentes distintos manteniendo el mismo plegamiento global, 10 que incluiría 
la misma estructura secundaria; por eso: los espectros de dicroísmo serían 
iguales. y la actividad de la proteína no se ve afectada en gran medida. Sin 
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embargo, esta reordenación loca] sí explicaría la falta de desactivación de la
fluorescencia del Trp.
Asimismo, la diferencia en los puentes disuJfuro explicaría la gran
diferencia de movilidad electroforética que se observa en la electroforesis en
condiciones desnaturalizantes y no reductoras que, como ya se dijo, es mayor
que la mera diferencia de masa. De hecho, en algunos lotes de la proteína
recombinante se puede apreciar una banda de movilidad electroforética
parecida a la de la proteína nativa (figura 60). Esta banda se podría
corresponder con una fracción de la proteína que tuviera los puentes disulfuro
semejantes a los de la proteína nativa. De hecho, la cantidad de esta banda
aumenta algo si se deja la proteína en el medio de cultivo, donde fácilmente
pudiera haber una disulfuro isomerasa que ayudara a la reordenación de los
puentes.
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CONCLUSIONES
Sc ha detectado por varios métodos la presencia de ribotoxinas no
conocidas previamente en varias especies de hongos Ascomicetos: Aspergí/ms
vir!dh-zutans. 1. /ischeri,A. glaucus y Pveosarlotya glabra, así como en algunas
cepas de <-1 giganteas. Asimismo, se ha descartado su presencia en otras
especies del género Aspergillus y de otros relacionados. Dc esta forma, se ha
demostrado que las ribotoxinas están más extendidas entre los hongos
filamentosos de lo que se creía hasta ahora.
Las ribotoxinas detectadas se han secuenciado parcialmente,
comparándolas con las conocidas hasta entonces. Sc destaca su gran similitud,
lo díue implica una gran conserxación evolutiva, una vez que han adquirido los
elementos que les dan su funcionalidad particular. El análisis de la variación
estructural entre ellas ha permitido clasificadas en distintos grupos. Estos
grupos se corresponden en buena medida con los grupos taxonómicos definidos
morfológicamente. excepto para el caso de las ribotoxinas de Penieilliurn,
secuenciadas por otro grupo de investigación, que serían intermedias entre las
ribotoxinas de distintas cepas (le A. giganteas.
Mediante el alineamiento de su estructura primaria, se ha detectado la
homología dc la hirsutelina A. una proteína producida por un bongo
entomopatógeno. Hirsutella thonipsonii. con las ribonucleasas microbianas
extracelulares de la superfamilia de la Rnasa Ti. Se han podido establecer las
similitudes y diferencias con las RNasas no citotóxicas y con las ribotoxinas,
situándose de forma intermedia entre ambos grupos. Así, se ha hipotetizado la
posibilidad de que esta proteína sea un intermedio evolutivo, en el que estén
presentes algunas de las propiedades de las ribotoxinas.
Sc ha donado y expresado el gen de la u-sardina en la levadura
metí totró lica Pichíapastoris, produciéndose la proteína maduracorrectamente
plegada y activa, tras optimizar cl proceso de maduración postraduccional del
precursor. aunque con un rendimiento que no supera actualmente a los sistemas
de producción que se han conseguido en Esuherichia col!. Este sistema puede
ser utilizado para la producción de formas mutantes. especialmente aquellas
que ofrezcan mayor dificultad en E. ccli, como las que puedan implicar a los
residuos de cisteina. por su papel en la formación de puentes disulfuro.
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Se han purificado x- caracterizado las dos formas extracelulares de otra
proteína e itotóx ida producidapor Aspergilln s- aRruo/cus, laproteína anti fúngica5-> -
(AFP). Se ha podido determinar que la forma mayor (IP .áEP) es un precursor
dic la forma madura, de menor actividad, y que evoluciona para dar la forma
realmente antifúngica.
Además, dc estos resultados se han obtenido varias conclusiones
respecto al mecanismo de producción y secreción de estas toxinas, tanto en
Aspergiih.ns- como en Pichia. Una de ellas es qtíe la secuencia señal de secrecion
de la rÍ—sareina. propia de A gigan/e¿ns, es reconocida en P. pus/cris. Por lo
tanto, se dispone de un vector que podría ser utilizado para la seerecion
eficiente de otras proteínas en esta levadura, además de clac permite pensar que
esa secuencia señal podría ser reconocida en otros organismos.
Se ha demostrado que es precisamente el reconocimiento efectivo de
la señal de secreción, y la inmediata trauslocación cotraduccional de la
ribotoxina naciente al retículo endoplásmico. lo que permite al organismo
productor, va sea el original u otro hctdrólogo, la protección de los ribosomas
propios frente a la acción cíe las toxmn 15
Sc ha establecido que el mecanismo de procesamiento proteolítico dcl
precursor de u-sarcina se da en varios pasos a lo largo dc la ruta de seeredion:
tras el corte de la secuencia scnal podría participar una dipeptidi].
aminopeptidasa; el corte dc la secuencia pro remanente es realizado por una
proproteina convertasa, lo que restílta en la proteína madura.
también se ha esuxblecido el mecanismo de procesamiento de la AFP
en As-pe¡-gíllus. que utiliza pasos comunes con cl de la u-sareina: tras el corte
por la peptidasa señal. actú.a la misma proproteina convertasa. liberando al
medio extracelular la lf-AFP. precursora de la AlT, como va se ha dicho.
1-a propr~teína convertasa implicada en estos cortes no actúa de igual
forma en A.s-pc¡-g¡I/us dj ue en 1’ pus/cus, presentando di licren te espeel1.1 c.i dad.
Precisamente es este paso el que se ha optimizado en la producción de la
u-sardina en JI pus/cris.
Se ha estudiado el mecanismo catalítico de la u-sarcina, demostrándose
que es un mecanismo de tipo «ciclante». en cl que están implicadas dos
reacciones die transferencia dic protones: una tracisfosforilación que rompe un
enlace fosfodiéster paradar un producto con un grupo fosforilo unido de forma
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cíclica a la ribosa. que es la reacción más rápida; y una hidrólisis de este
producto cíclico.
Se ha estudiado la dependencia de esta actividad ribonucleolítica con
el pl-E estableciendo que la a-sarcina es una ríbonucleasa ácida, con un pH
óptimo dc 5.0, lo que representa una similitud más con la RNasa 112. a
diferencia de lo que se creía hasta ahora.
Se ha determinado el papel de los residuos que participan directamente
en la reacción ácido-base de transfosforiiación: la 1-lis 137 es el ácido general.
mientras que el Glu 96 es la base general: la Lbs 50 actúa como modulador, y
no participa directamente en la cesión de protones.
Se ha donado la secuencia codificante del gen de la RNasa 112. tanto
del DNA genómíco como del cDNA, detectándose la existencia de un intrón.
Se ha conseguido producir la RNasa 112 madura, de forma
recombinante y mediante secreción al medio extracelular, tanto en E. cotí como
en P. pus/cris, tras probar distintas estrategias, aunque con muy pequeño
rendimiento.
Se han purificado y caracterizado tanto la RNasa 112 nativa de Ust!lagc
sphuerogcnu, coino la reconibinante producida en 1’. pus/cris. Aunque la
pioreina recombinante es activa y posee una estructura secundaria similar.
presenta una variación conforniacional, que puede ser debida a una diferencia
en la formación de los puentes disulfuro, tal vez provocada por la presencia de
tres aminoácidos extra en el extremo amino.
Por tanto, se dispone de sistemas que, con algunas mejoras que ya se
plantean, permitirán la producción. no sólo de la RNasa [12, sino de formas
mutantes en las que se incorporen los elementos que hay presentes en las
ribotoxinas, colaborando a establecer así cuál es su papel en las propiedades
características de estas proteínas tan evolucionadas.
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